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Der A-Vitamingehalt der Rattenleber nach Fitterung mit 
g-, 6- und y-Carotin und die Antimontrichloridreaktion von 
A-Vitaminpraparaten. 
Von 
Hans Brockmann und Maria-Luise Tecklenbure. 


Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8. August 1933.) 


Die klassischen Versuche von '. Moore haben ergeben, daB 
Ratten, die mit groBen Mengen Carotin gefiittert werden, reich- 
liche Mengen A-Vitamin in der Leber zu speichern vermégen.') 
Dieses Ergebnis laBt grundsiitzlich zwei Deutungen zu; es kann 
entweder durch die Carotinaufnahme die Bildung des A-Vitamins 
aus irgendwelchen Stoffen begiinstigt oder aber es kann aus dem 
Carotin selbst Vitamin gebildet werden. 

Moore entschied sich fiir die zweite und wahrscheinlichere 
Annahme, wonach Carotin als Vorstufe des A-Vitamins, als Pro- 
vitamin, aufzufassen ist. Die Reindarstellung von e- und /-Caro- 
tin’), die beide A-Vitaminwirkung besitzen*), machte es nétig, die 
von Moore am a-,@-Carotingemisch gefundenen Ergebnisse auch 
an den reinen Isomeren zu iiberpriifen. Wir haben solche Ver- 
suche durchgefiihrt, indem wir Ratten eine bestimmte Zeit lang 
tiglich mit 1 mg @- bzw. §-Carotin fiitterten, die Leberéle dieser 
Tiere im Tierversuch auf A-Vitaminwirkung priiften und den 
A-Vitamingehalt mit Hilfe der Antimontrichloridreaktion quanti- 
tativ bestimmten. Dabei fanden wir, daB beide Carotine die 
Bildung von Leberélen mit starker Antimontrichloridreaktion 
hervorrufen. Bei der Verfiitterung dieser Ole an A-vitaminfrei 
ernihrte Ratten in einer Menge, die unter den Bedingungen der 


‘) Biochemic. J. 24, 692 (1930). 

*) R. Kuhn u. E. Lederer, Naturw. 19, 306 (1931); Ber. chem. Ges. 64, 
1349 (1931); R. Kuhn u. H. Brockmann, Diese Z. 200, 255 (1931). 

*) R. Kuhn u. H. Brockmann, Ber. chem. Ges. 64, 1859 (1931). 


Q 
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Die biologische Uberlegenheit des f-Carotins iiber «- und 
,-Carotin, wie sie in den therapeutischen Grenzdosen zum Aus- 
druck kommt’), wurde darauf zuriickgefiihrt, daB £-Carotin C,,H,, 
infolge seiner symmetrischen Formel durch Anlagerung von 
2 Molekiilen H,O 2 Molekiile A-Vitamin C,,H,,O0 liefern kann, 
wihrend aus dem unsymmetrisch gebauten «- und y-Carotin nur 
1 Molekiil A-Vitamin hervorgehen kann.”) Es liegt nahe, diese 
Verschiedenheiten im molekularen Bau auch fiir die Unterschiede 
bei der Vitaminspeicherung verantwortlich zu machen. Daf diese 
Unterschiede im Gegensatz zu denen der Grenzdosen schwankend 
sind, ist neben den oben angefiihrten Griinden auch darauf zuriick- 
zufiihren, daB, woraut schon T. Moore’*) hingewiesen hat, die 
Umwandlung des Carotins in A-Vitamin offenbar nicht quanti- 
tativ vor sich geht. Je geringer aber die Ausbeute ist, desto 
leichter kénnen durch kleine Schwankungen in der Fihigkeit 
des Organismus zur Umwandlung von Provitamin in Vitamin 
Unterschiede im Verhalten der Isomeren verwischt oder auch 
vergréBert werden. 

Kinen gewissen Anhalt iiber die Ausbeuten bei der Um- 
wandlung von Carotin in A-Vitamin durch den Organismus der 
Ratte erhilt man durch einen Vergleich der Grenzdosen von 
Provitamin und Vitamin. Die Grenzdosis des reinen #-Carotins 
betriigt nach den neuesten Bestimmungen!?) 2,5 y tiiglich, die der 
reinsten A-Vitaminpraparate mindestens 0,5 7.4) Unter der Vor- 
aussetzung, daB aus 1 Molekiil #-Carotin 2 Molekiile A-Vitamin, 
also nahezu die gleiche Menge entstehen kann, miiBte bei quanti- 
tativer Umwandlung etwa 2,5 7 A-Vitamin gebildet werden. In 
Wirklichkeit entsteht aber nur eine Menge, deren Wirkung der- 
jenigen der Grenzdosis eines guten A-Vitaminpriparates nim- 
lich 0,5 y aquivalent ist. Auf Grund dieser Uberlegungen findet 
die Umwandlung von f-Carotin in Vitamin mit einer Ausbeute 
von rund 20°/, statt, wobei unentschieden bleibt, ob die eigent- 
liche Umwandlung mit einem so geringen Nutzeffekt arbeitet oder 
ob nicht schon vorher bei der Resorption und dem Transport 
zum Reaktionsort Verluste an Carotin eintreten. Setzt man die 


‘'! R. Kuhn u. H. Brockmann gemeinsam mit A. Scheunert u. 
M.Schieblich, Diese Z. nachfolgende Abh. 

*) R. Kuhn u. H. Brockmann, Klin. Wschr. 12, 972 (1933). 

*) Biochemic. J. 26, 275 (1931). 
ee: H.v. Euler u. P. Karrer, Helvet. chim. Acta 14, 1040 (1931); in 
Ergebn. d. Physiol. gibt P. Karrer 0,3 7 als kleinste Dosis an. 
y* 
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Grenzdosis guter A- Vitaminpraparate noch niedriger an als 0,5 y}) 
so wirde der Nutzeffekt noch geringer sein. 

Kine Ahnliche Uberlegung l4Bt sich fiir die Ausbeute bei dey 
Vitaminspeicherung anstellen. Fiir die besten A-Vitaminpriiparate 
werden Blauwerte (Carr-Price-Reaktion) von 65000—100000 Loyi- 
bondeinheiten angegeben.”) Nimmt man als Mittel einen Wert 
von 80000, so bedeutet dies, daB 1 mg eines solchen Priaparates 
unter den Bedingungen der Carr-Price-Reaktion in l ccm dey 
Reaktionsfliissigkeit eine Blaufiirbung von 4400 Lovibondeinheiten 
gibt. Die Grenzdosis 0,5 y wiirde demnach unter denselben Be- 
dingungen einen Blauwert von 2,2 Lovibondeinheiten _ besitzen, 
Betrachtet man nun einen Fall sehr guter Ausniitzung (Ratte 271, 
Tab. 1), bei dem in der Leber ein Gesamtwert von 6480 Lovibond- 
einheiten gemessen wurde, so zeigt dieser Wert nach obiger Uber- 
legung einen Gehalt von rund 1,5 mg A-Vitamin an.’) Nach einer 
19 Tage langen Fiitterung mit img f 6-Carotin taglich sind also im 
Ganzen 1,5 mg A- Vitamin entstanden, d.h. die Umw andlung hat mit 
einer Ausbeute von etwa 8°/, stattgefunden n. Dabei ist zu be- 
merken, daB dies der giinstigste Fall ist, bei den anderen Werten ins- 
besondere aber beim «-Carotin, ist die Ausbeute wesentlich geringer. 


a L M. Heilbron u. Mitarbeiter geben als Minimaldosis ihres A-Vita- 
minpriiparates 0,1 y an. Biochemic. J. 26, 1178 (1932); dagegen finden 
F. H. Carr u. W.J. Jewell 0,6 y ihres besten Konzentrates ,,etwas besser 
wirksam“ als 1 y Standardcarotin. Nature 131, 92 (1933). Leider fehlt in 
der Literatur eine genaue Definition des Begriffes ,,kleinste Dosis“, sowie 
ein eingehender biologischer Vergleich von Standardcarotin mit einem der 
besten A-Vitaminkonzentrate an einem gré8eren Tiermaterial, so dab sich 
genaue Angaben tiber die Ausbeute bei der Umwandlung von Carotin in 
A-Vitamin nicht machen lassen. Anm. b. d. Korr. Vgl. aber T. Moore, 
Biochemic. J. 27, 898 (19383). 

*) P.Karrer, R.Morf u. K.Schépp, Helvet. chim. Acta 14, 1036 
(1931); I.M. Heilbron u. Mitarbeiter, Biochemic. J. 26, 1178 (1932): 
F. H. Carr u. W. J. Jewell, Nature 131, 1 (1933). 

8) Fehler, die dadurch zustande kommen, da8 die Blauwerte einer be- 
stimmten A-Vitaminmenge in einem Konzentrat oft nicht die gleichen sind 
wie in einer verdiinnteren Lésung (Stérung durch Begleitstoffe), spielen bel 
dieser GréBenordnungsbetrachtung der Ausbeute keine Rolle. Bei Aus 
wertung verschiedener A-Vitaminkonzentrate im Tierversuch fanden wit 
als kleinste noch gut wirksame Menge, ausgedriickt in Lovibondeinheiten 
die diese Menge in 1 ccm Reaktionslésung hervorruft, etwa 2 Einh. + 0, 
In Ubereinstimmung damit stehen Befunde von T. Moore, der als kleinste 
noch wirksame Menge eine solche mit zwei blauen Einheiten fand; Bio 
chemic. J. 25, 275 (1931). Die in anderen Organen gespeicherten Mengen 
Vitamin kénnen im Verhiltnis zu den in der Leber vorkommenden ver 
nachlissigt werden. 
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Als Ergebnis dieser rohen Uberschlagsrechnung lift sich 
also feststellen, daB bei der durch Carotinfiitterung hervorgerufenen 
4-Vitaminspeicherung in der Rattenleber nur in den giinstigsten 
Fillen beim £-Carotin die Ausbeute der therapeutischen Grenzdosen 
annihernd erreicht wird, in den meisten Fiillen aber und insbesondere 
beim @-Carotin weit dahinter zuriicktritt. Noch ungiinstiger 
scheinen die Vitaminausbeuten, soweit die wenigen vorliegenden 
Zahlen AutschluB geben kénnen, beim #-Oxycarotin zu liegen.') 

Mit y-Carotin lieBen sich wegen seiner schweren Zugiing- 
lichkeit nur wenige kurzdauernde Fiitterungsversuche ausfiihren, 
die zur quantitativen Auswertung nicht geeignet sind, aber doch 
zeigen, daB auch dieses Carotin im Organismus der Ratte in 
\-Vitamin verwandelt wird. Soweit untersucht, ist also bei den 
Carotinen und ihren Abbauprodukten die biologische Wirkung 
stets mit einem Ubergang in farbloses A-Vitamin verkniipft. Bei 
der Verfiitterung der biologisch unwirksamen Carotinoide Lutein, 
Zeaxanthin und Lycopin beobachteten wir dagegen niemals A-Vita- 
minbildung in der Rattenleber. 

Wie weit im Tierreich die Fahigkeit verbreitet ist, Carotin 
in A-Vitamin umzuwandeln, liBt sich noch nicht iibersehen. 
T. Moore fand eine solche Umwandlung beim Schwein und bei 
der Kuh?), N. St. Capper beobachtete das Gleiche bei Hiihnern.*) 
Auch beim Meerschweinchen und Kaninchen finden sich, wie wir 
leststellen konnten, nach Fiitterung mit Carotin reichliche Mengen 
A-Vitamin in der Leber. Noch ganz ungeklirt ist die interessante 
Frage, ob auch die ausgesprochenen Carnivoren befihigt sind, 
Varotin in A-Vitamin iiberzufiihren.‘) 

Die spektroskopische Untersuchung der durch Antimontri- 
chlorid hervorgerufenen Blaufirbung der Rattenleberéle ergab, 
daB heide Sorten Leberdle eine starke Absorptionsbande bei 620 mu 
besitzen, die fiir A-Vitamin charakteristisch ist. Neben dieser 
Bande tritt bei den Leberélen der mit «-Carotin gefiitterten 
Ratten eine Bande im Griinen bei 540 mu auf, die aber sofort 
wieder verschwindet und nur im ersten Augenblick beim Zu- 
sammengiefen beider Lésungen beobachtet wird. Auferlich gibt sich 


‘) R. Kuhn u. H. Brockmann, Diese Z. 213, 1 (1932). 

*) Biochemic. J. 25, 2134 (1931); 26, 1 (1932). 

*) Biochemic. J. 25, 265 (1931). 

‘) Der A-Vitamingehalt von Leberélen einer grofen Zahl verschie- 
denster Tiere ist von P. Karrer, H.v. Euler u. K. Schipp bestimmt 
worden; Helvet. chim. Acta 16, 493 (1932). 
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das Auftreten dieser Bande dadurch zu erkennen, daB die Lisuns 
im Augenblick des ZusammengieBens einen violetten Ton zeigt, 
der mit dem Verschwinden der Bande bei 540 muy in rein Blay 
umschligt. Ks muB vorliufig unentschieden bleiben, ob dieser 
Unterschied im Spektrum der Antimontrichloridreaktion das Vor. 
liegen von zwei farblosen Vitaminen etwa einer a- und §-Form! 
anzeigt, oder durch Begleitstofie bedingt ist. Die Aufklirung 
kann nur durch Darstellung und Vergleich hochwertiger Konzen- 
trate aus Leberélen von «- und f-Carotinratten geschehen, z 
deren Beschaffung die zur Verfiigung stehenden Mengen e@-Carotin 
noch zu gering sind. 

Bemerkenswert ist, daB die Rattenleberéle sowohl vor als 
nach der Verseifung die Absorptionsbande 620 mu bei der An- 
timontrichloridreaktion zeigen. ‘Sie unterscheiden sich dadurch 
von den Fischleberélen, die unverseift eine Bande bei 608—609 mu, 
nach der Verseifung eine bei 620 mu aufweisen.?) Die kurz- 
welligere Lage der Absorptionsbande bei Fischleberélen vor der 
Verseifung wird durch gewisse Begleitstoffe hervorgerufen, denn 
wir konnten zeigen, daB durch Zusatz von kleinen Mengen eines 
alten Lebertranpriparates, das allein keine Antimontrichlorid- 
reaktion gab, zu einem A-Vitaminkonzentrat die urspriingliche 
Lage der Bande von 620 my nach 608 mu verschoben wurde. 
Bei der Verseifung werden diese Begleitstoffe offenbar entfernt.’ 

Eine Verschiebung der Bande von 620 mu nach 573 mu 
kann sowohl bei A-Vitaminkonzentraten als auch bei Lebertranen 
durch Zusatz gewisser Stoffe wie Indol, Methylindol, Pyrrol und 
anderen erfolgen.*) Dabei bleibt die Lage der Absorptionsbande 
im Ultraviolett sowie die biologische Wirksamkeit unverindert. 
Dem Einfiu8 solcher oder ihnlicher Stofie ist es méglicherweise 
zuzuschreiben, daB die durch Antimontrichlorid hervorgerufene 
Blaufirbung frischer Fischleberéle eine Absorptionsbande bei 
573 mu besitzt. Beim Altern solcher Priparate werden die Be- 
cleitstoffe offenbar unwirksam und es tritt an Stelle der Bande 
bei 573 my eine solche bei 608 mu.*) 

Scharf zu unterscheiden von der Bande 573 mu, die durch 


1) R. Kuhn, Centenary Meeting Brit. Assoc. London 1931: vg! 
P. Karrer u. R. Morf, Helvet. chim. Acta 16, 625 (1933). 

2) I.M. Heilbron. A. E. Gillam u. R.A. Morton, Biochemie. J 
25, 1352 (1931). . 

8) Vel. auch M. van Ekelen, A. Emmerie, H.W. Julius und 
K. L. Wolff, Acta Brevia Neerlandica I, 8 (1931). 

4) I. M. Heilbron und Mitarbeiter, : ! 








ind 
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Verschiebung der urspriinglichen Bande bei 620 mu zustande 
kommt, ist, wie wir gefunden haben, eine Bande bei 573 mu, 
die von Oxydationsprodukten herrihrt. Filtriert man die Lisung 
eines A-Vitaminkonzentrates in Benzin durch eine Siule von 
Fasertonerde und wischt mit Benzin nach, so enthalten die 
oberen Zonen der Siule einen Stoff, der mit Antimontrichlorid 
eine Blaufirbung mit Absorptionsbanden bei 613 und 573 mu 
gibt. Diese Fraktion besitzt keine biologische Wirksamkeit und 
besteht aus Oxydationsprodukten. Priparate mit gleichen oder 
iihnlichen Absorptionsbanden, darunter solche, die mit Antimon- 
trichlorid eine Rotfirbung geben, lassen sich durch gelinde Oxy- 
dation von A-Vitaminkonzentraten mit Chromsiiure nach R. Kuhn 
und H. Brockmann!) gewinnen. 

Die mittleren Zonen des Chromatogramms enthalten die 
Hauptmenge des Konzentrates, das beim Versetzen mit Antimon- 
trichlorid die charakteristische Absorptionsbande des A-Vitamins 
bei 620 mu zeigt. LiBt man dieses Priiparat 24 Stunden an der 
Luft stehen, so wird es zum Teil durch Oxydation zerstért und 
bei der Antimontrichloridreaktion treten die Banden bei 613 und 
573 mu auf. Die rasche oxydative Zerstérung von A-Vitamin- 
priiparaten nach Adsorption an Aluminiumoxyd steht in autf- 
fallendem Gegensatz zu der relativen Luftbestindigkeit von Prii- 
paraten, die durch fraktionierte Destillation gewonnen sind. 


Beschreibung der Versuche. 


Bestimmung des A-Vitamingehaltes der Rattenleber nach Fiitterung 
mit ¢- und -Carotin. Die Versuchstiere (Albinoratten eigener Zucht) 
wurden mit A-vitaminfreier Grunddiit’) gefiittert und erhielten 
tiglich bei beginnender Gewichtskonstanz 1 mg «- bzw. #-Carotin 
in Arachisél gelést. GréBere Tagesdosen zu geben, ist nicht rat- 
sam, da, wie die folgende Tabelle zeigt, schon bei kleineren Dosen 
(0.25 mg) ein betriichtlicher Teil im Kot ausgeschieden wird.°) 

Die Lebern wurden den getiteten Tieren sofort entnommen, 
gewogen und mit 20 ccm Methanol (frisch itber KOH destilliert) 
zerrieben. Der auf einer Glassinternutsche abgesaugte Riickstand 
wurde dann noch 3mal mit je 20 ccm Methanol und darauf 4mal 


’) Ber. chem. Ges. 6%, 894 (1932). 

*) R. Kuhn u. H. Brockmann, Diese Z. 213, 1 (1932). 

*) Die Abscheidung des Carotins im Kot hiingt stark vom Fettgehalt 
der Diit ab, sie kann bei fettfreier Diit ungewéhnlich gro® werden. Vegi. 
B. Ahmad, Biochemie. J. 25, 1195 (1931). 
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Der Carotingehalt des Kotes wurde colorimetrisch bestimmt.’) 
geschiedene Carotin zeigte dieselben Absorptionsbanden wie das verfiitterte, 


Tabelle 1. 


Carotingehalt des Rattenkotes nach Fiitterung mit Carotiney, 


Hans Brockmann und Maria- Luise Tecklenburg, 


Das aus- 








Gesamtmenge 
des verfiitterten 


Tagesdosis 


Carotingehalt 
des Gesamtkotes 


Ausgeschiedene 
Carotinmenge in °/, 
der verfiitterten 


a ok in m . 
Carotins in mg 8 in mg Gesamtmenge 


1 (a) 
1 (a) 
0,21 (a) 


0,234 
0,108 
0,018 
0,0165 
0,230 
0,230 








0,25 
0,25 
0,03 
0,03 
0,25 
0,25 











mit je 20—30 ccm Benzin (70—80°) unter kriftigem Reiben extrahiert. 
Zusatz von reichlich Wasser fiihrte den griften Teil des Vitamins 
in die Benzinschicht iiber, der Rest lieB sich der wiBrig-alkoho- 
lischen Lésung durch 2maliges Ausschiitteln mit wenig Benzin 
entziehen. Zur Verseifung wurde die schwach gelb gefirbte Benzin- 
lésung mit dem gleichen Volumen alkoholischer Kalilauge (5°/, 
KOH), die 5°/, Wasser enthielt, vermischt und 12 Stunden bei 
Zimmertemperatur aufbewahrt. Darauf wurde durch reichlichen 
Wasserzusatz entmischt und die wiiBrig-alkoholische Liésung mit 
Benzin 3mal griindlich durchgeschiittelt. Die colorimetrische Be- 
stimmung des Carotins erfolgte in den eingeengten Benzinextrakten 
durch Vergleich mit einer Azobenzolstandardliésung?), nachdem 
zuvor auf ein bestimmtes Volumen aufgefiillt war. Zur Bestimmung 
des A-Vitamingehaltes nach Carr und Price verdampften wir 
die Benzinlésung im Vakuum zur Trockne, befreiten den Riick- 
stand durch 2maliges Abdampfen mit Chloroform von Benzin und 
Feuchtigkeit und lésten den Riickstand in 10 ccm Chloroform. 
Fir die colorimetrische Bestimmung wurden 0,2 ccm dieser Lisung 
mit 1 ccm einer gesittigten Lésung von Antimontrichlorid in 
Chloroform gemischt. Die dabei auftretende Blaufarbung wurde 
durch Vergleich mit einer Reihe blauer Lisungen verschiedener 
Konzentrationen gemessen®*), die sich in zugeschmolzenen Reagenz- 


1) R. Kuhn u. H. Brockmann, Diese Z. 206, 41 (1932). 

*) R. Kuhn u. H. Brockmann, Diese Z. 206, 41 (1932). 

*) Geeignet sind Kupfersulfatlésungen, denen eine bestimmte Menge 
Kobaltnitrat beigemengt ist. So hat eine Lisung, die in 50 cem Wasser 
5 g CuSO,+5H,0 und 0,125 g Co(NO,), enthiilt, im Tintometer 6,2 Blau 
und 2,0 Gelb. 
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olisern von gleichem Durchmesser wie das ReaktionsgefiB befanden 
and durch Vergleich mit einem Lovibondtintometer geeicht waren. 
Die Konzentration der zu untersuchenden Lisung wurde so gewihlt, 
daB die abgelesenen Blauwerte nicht gréBer waren als 10 Lovibond- 
einheiten.’) Die Zahlen der Tabelle zeigen den Vitamingehalt der 
Rattenlebern in Lovibondeinheiten bezogen auf 1 ccm Reaktions- 
lisung, d. h. sie geben den Blauwert an, der bei einer Schicht- 
dicke von 1 cm auftreten wiirde, wenn der gesamte Vitamingehalt 
einer Leber in 1 ccm Flissigkeit zur Reaktion kiime. 


Tabelle 2. 
A-Vitamingehalt von Rattenlebern. 
1. Nach Fiitterung von 1 mg «-Carotin tiiglich. 


























Fiitterungs- | Carotingehalt | Lovibond- Lovibond- 
Nummer dauer der Leber einheiten einheiten 
in Tagen iny . pro Leber | in 1 g Leber 
265 12 16 480 104 
267 9 12 14 960 266 
278 ff 14 — 1000 154 
285 6 14 15 1200 190 
277 15 16,5 3000 640 
283 6 19 9 1350 215 
295 § 19 9 1000 147 
249 2 19 13 1680 350 
252 gf 19 9,6 720 144 
254 Q 19 21 1200 240 
257 Q 19 21 1680 430 
316 Q 42 — 480 65 
309 9 42 19,6 1400 400 
2. Nach Fiitterung mit 1 mg §-Carotin tiglich. 

248 6 12 15 2400 390 
251 12 16 1680 400 
262 ¢§ 19 18 1800 315 
268 Q 19 50 2200 600 
270 Q 19 16 4800 860 
271 g¢ 19 27,5 6480 1600 
279 ¢ 19 20 2400 480 
243 g 19 5,6 4900 700 
226 ¢ 25 16 5500 760 
228 9 37 12 8150 1400 
229 ¢§f 25 6 3800 410 














Wachstumswirkung der Leberdle von Ratten, die mit «- und /- 
Carotin gefiittert wurden. Es wurden die unverseiften Leberdéle 


3) E.R. Norris u. A. E. Church, J. of biol. Chem. 83, 477; 87, 139; 
89, 421 (1930). 
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in Arachisél gelést an A-vitaminfrei ernihrte Ratten verfiitter; 
und zwar erhielt jedes Tier taglich eine Menge, die 10 Lovibond- 
einheiten bezogen auf 1 ccm Reaktionslésung entsprach. [y 
folgenden sind die Gewichtskurven dieser Tiere angegeben. 














10 Tage 
Fig. 2. 
Leberél von a-Carotinratten. Leber6l von #-Carotinratten 


Tabelle 3. 


Untersuchung der Lebern von Ratten, die mit Lycopin, 
Lutein und Zeaxanthin gefiittert waren. 





Gewicht | _ Tages- | Dauer der | Carotinoid- 
Verfiittertes 
d. Ratte 


Carotinoid i ; 
in g in mg | in Tagen in ¥ 


dosis | Fiitterung gehalt Sb Cl : 
i Reaktion 


= 
= 
is 
Z 














Lycopin ; 20 69 
) 14 538 


b J 
Lutein 0.5 49 
” ri ‘ Spuren 
é 99 


Zeaxanthin 1,0 
1,0 




















Os Ay Aye Ay Ay % 


Tabelle 4. 


Die Umwandlung von @-Carotin in A-Vitamin 
in der Leber des Meerschweinchens und Kaninchens. 


Das Meerschweinchen erhielt 3 Wochen vor Beginn des Versuchs A-vitamin 
freie Grunddiiit. Das Kaninchen wurde mit Kartoffeln und Gerste gefiittert. 





Versuchs- A-Vitamingehalt in 
, dauer Lovibondeinheiten 
in mg in Tagen pro Leber 


re sis 
Tier Tagesdosi 


Meerschweinchen .. . i 10 8 200 
Kaninchen ...... 10 10 3 700 
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ert ~ 
7 Tabelle 5. 
id- ' , ; 
| Absorptionsbanden der durch Antimontrichlorid hervor- 
{Im gerufenen Blaufaérbung verschiedener A-Vitaminpraparate. 
Lage der Absorptions- 
ae " banden in mu 
Pr: re ~ — 
— Schwache Banden 
durch () bezeichnet 
Leberdle v. Ratten, die mit §-Carotin gefiittert sind 620—621 
i Unverseif bares derselben | ae 620—621 
_/. @  Kiufliches Lebertranpriparat. . . 2... . 608 
Unverseifbarer Anteil dieses Priiparates .. . . 620—621 
A-Vitaminkonzentrat .. . 620—621 
Dasselbe Konzentrat, vermischt mit altem Leber- 
tran (der allein keine we ome . — 608—609 
A-Vitaminkonzentrat + Indol .. . es 573 
Frisch dargestelltes Dorschleberél ...... . (608—609) 573 
Dorschleberél, 1 Woche alt. . . _ 608 (573) 
Unverseifbarer Anteil desselben Priiparates . i? 620—622 (573) 
Chromatographische Analyse eines A-Vitaminkonzentrates.') Die 
Benzinlésung eines A-Vitaminkonzentrates von 2000 C. L. O.-Hin- 
heiten?) wurde durch ein Chromatogrammrohr gesaugt, das mit 
einem Gemisch von Fasertonerde—Aluminiumoxyd (1:4) gefiillt 
| war. Durch Nachwaschen mit Benzin (70—80°) wurde die Absorp- 
yn | tionszone auseinandergezogen und in mehreren Fraktionen mit 
methanolhaltigem Benzin eluiert. Nach dem Verdampfen des 
Benzins im Vakuum wurde der Riickstand in Chloroform gelést 
und mit Antimonchlorid versetzt. 
Tabelle 6. 
Zonen d. Chromato- a 
grammes (Numerier. Lage ani aoe Bemerkungen 
vom ober. Ende her) in mp 
I 613 573 Beide Banden gleich stark 
2 614 574 Zweite Bande etwas schwiicher 
3 618 576 504 | 504 verschwindet schnell 
t 622 Keine Bande bei 573. Nach 
: ) Stehen an der Luft (48 Stdn.) 
oe 614, 573 (stark) 
— ) 622 








1 PP. Karrer, R. Morf u. K. Schiépp, Helvet. chim. Acta 14, 1036 (1931). 

*) C. L. O. = cod liver oil. 1 C. L. O.-Einheit entspricht 10 blauen Kin- 
heiten des Lovibondtintometers bei Verwendung von 20 mg Substanz pro 
Kubikzentimeter Reaktionslisung. 
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Durch fraktionierte Sublimation bei 120—125° unter 0,002 mm 
erhielten wir Konzentrate von 6000 C.L.O. Dieselbe Konzentration 
erreichten wir durch fraktionierte Adsorption an Fasertonerde, 
doch waren diese Priparate viel luftempfindlicher als die durch 
Destillation gewonnenen. Nach mehrstiindigem Stehen an der Luft 
wurden die Adsorptionspriparate in Petrolither unléslich und 
gaben mit Antimontrichlorid nur noch eine schmutzig-blaue Farbung, 
wahrend die durch Destillation gewonnenen Praparate nicht merk- 
lich veraindert waren. Es hat den Anschein, als ob durch bestimmte 
Adsorptionsmittel oxydationsférdernde Stoffe eingeschleppt werden 


k6nnen. 


Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden zum Teil auf 
der Centenary Meeting Brit. Ass. London 1931 von Herrn Prof. 
Dr. R. Kuhn vorgetragen. 

Herrn Prof. Dr. R. Kuhn méchten wir fiir sein stetes Interesse 
und die Férderung dieser Arbeit herzlich danken. 
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Uber die Wachstumswirkung der Carotine und Xanthophylle. 
Von 
Richard Kuhn und Hans Brockmann. 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie.) 


Gemeinsam mit A. Secheunert und M. Sehieblich. 


(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8. August 1933.) 


Die Auftrennung des Carotins aus Méhren in zwei Kompo- 
nenten, in das optisch aktive «-Carotin und das inaktive ?-Carotin }) 
und die Erkenntnis, daB in den meisten Pflanzen eine Mischung 
dieser isomeren Kohlenwasserstoffe vorkommt, fiihrte notwendig 
gu der Frage, welcher der beiden Komponenten die zuerst von 
H.v. Euler aufgefundene A-Vitaminwirkung des Carotins zu- 
guschreiben ist. Sie lieB sich dahingehend beantworten, daB beide 
Carotine in reiner Form in T'agesdosen von 5 y etwa gleich groBe 
Wachstumswirkung und gleich gute Heilung der Xerophthalmie an 
A-vitaminfrei ernihrten Ratten hervorrufen.*) Ein drittes bio- 
logisch wirksames Carotin ist von R. Kuhn und H. Brockmann 
in 7-Carotin aufgefunden worden*), das ebenfalls in Mengen von 
jy tiglich gutes Wachstum und Heilung der Xerophthalmie bewirkt, 
aber ungleich spirlicher in der Natur verbreitet ist.*) 

Der Befund von T. Moore, daB nach reichlicher Carotinzufuhr 
an carotinoidfrei ernihrte Ratten groBe Mengen von A-Vitamin in 
der Leber auftreten®), zeigt, daB Carotin im tierischen Organismus 
in A-Vitamin iibergehen kann. Diese am Gemisch von ¢-Carotin 
und #-Carotin nachgewiesene Umwandlung, die neuerdings auch 
mit den reinen Isomeren erhalten wurde’), scheint auch fiir das 
y-Carotin zuzutreffen*) und bestiitigt die zuerst von IT. Moore 


1) R. Kuhn u. E. Lederer, Naturw. 19, 306 (1931); Ber. 64, 1349 
(1931); P. Karrer, A. Helfenstein, H. Wehrli, B. Piper u. R. Morf, 
Helvet. chim. Acta 14, 614 (1931). 

?) R. Kuhn u. H. Brockmann, Ber. 64, 1859 (1931); H. Brockmann 
u. M.-L. Tecklenburg, Diese Z. 221, 117 (1933). Vgl. auch H. v. Euler, 
P.Karrer, H. Hellstrém u. M.Rydbom, Helvet. chim. Acta 14 839 (1932). 

*) Ber. 66, 407 (1933). 

*) H. Brockmann, Diese Z. 216, 45 (1933); vgl. auch A. Winter- 
stein, Diese Z. 219, 249 (1933). 5) Biochemie. J. 24, 692 (1930). 

*) H. Brockmann u. M.-L. Tecklenburg, Diese Z. 221, 117 (1933). 
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ausgesprochene Vermutung, daB die Carotine als Vorstufen oder 
Provitamine-A aufzufassen sind. 

Die biologischen Beziehungen der Carotine zum A-Vitamin 
lassen sich durch die zur Zeit wahrscheinlichsten aber noch nicht 
streng bewiesenen Formeln?) dieser Farbstofie in befriedigender W cise 
zum Ausdruck bringen, nachdem die Konstitution des A-Vitamins 
durch die Synthese seiner Perhydroverbindung durch P. Karrer 
und R. Morf?) genau bekannt ist. Danach kénnen rein formal 
aus dem symmetrisch gebauten f-Carotin C,,H,, nach Anlagerung 
von 2 Molekiilen H,O in der Mitte der Polyenkette 2 Molekiile 
A-Vitamin ©,,H,,O entstehen; @-Carotin und y-Carotin dagegen, 
die unsymmetrische Formeln besitzen, sind nur zur Bildung von 
1 Molekiil A-Vitamin befihigt.*) Aus diesem Grunde waren unter 
der Annahme, daB die experimentell nur fiir groBe Dosen nach- 
gewiesene Umwandlung von Carotin in A-Vitamin auch fir die 
kleinen therapeutisch wirksamen Carotinmengen zutrifft, quantitative 
Unterschiede im biologischen Verhalten der Carotine zu erwarten, 
und zwar in dem Sinne, daB f-Carotin wirksamer sein kénnte, als 
a-Carotin und y-Carotin. Wenn auch der erste Befund einer an- 
nihernd gleichen Wirksamkeit von «- und #-Carotin 4) in Tagesdosen 
von 5y gegen diese Erwartung zu sprechen schien, so war doch 
nicht ausgeschlossen, daB dabei durch Uberdosierung Unterschiede 
zwischen den isomeren Carotinen verwischt worden waren. 

Da nach unseren und anderweitigen Erfahrungen aus der 
Wachstumsgeschwindigkeit bzw. dem Neigungswinkel der Ge- 
wichtskurven quantitative Unterschiede nicht genau zu ermitteln 
sind, kam nur die Auswertung kleinster Dosen in Betracht, bei 
denen eine Uberdosierung ausgeschlossen ist. 

Wir haben an einem gréferen Tiermaterial einen genauen 
Vergleich von reinem e¢-Carotin und #-Carotin vorgenommen, bei 
dem je 10 Ratten taglich 1, 2, 3 und 47 der beiden Carotine 
erhielten. Dabei hat sich ergeben, dai die Prozentzahl der wach- 
senden bzw. von Xerophthalmie geheilten Tiere bei #-Carotin etwa 
doppelt so groB ist, als bei a-Carotin, wenn 2 oder 3y pro Tag 
und Tier gegeben werden. Bei 1y tiiglich ist dieser Unterschied 

1) P. Karrer u. R. Morf, Helvet. chim. Acta 14, 833, 1033 (1931); 
R. Kuhn u. A. Winterstein, Ber. chem. Ges. 66, 429 (1933); R. Kuhn 
u. H. Brockmann, Ber. 66, 407 (1933). —_?) Helvet. chim. Acta 16, 625 (1933). 

*) Bei «-Carotin kommt die Bildung eines Isomeren des A-Vitamins 
neben A-Vitamin in Betracht. (A,: A,). Vgl. R. Kuhn, Chemistry at the 


Centenary Meeting of the British Association S. 114, London (1931). 
4) R. Kuhn u. H. Brockmann, Ber. chem. Ges. 64, 1859 (1931). 
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nicht mehr so ausgeprigt, aber doch noch deutlich vorhanden. 
Bei 4y pro Tag und Ratte dagegen besitzen beide Carotine schon 
nahezu gleiche Wirksamkeit, was mit der zuerst von R. Kuhn 
und H. Brockmann gefundenen annihernd gleichen Wirksamkeit 
yon @- und f#-Carotin bei Tagesdosen von 5y in Einklang steht. 

In thnlicher Weise wurde ein Vergleich yon 3-Carotin und 
»-Carotin durchgefiihrt, wobei wegen der schweren Zuginglichkeit 
des y-Carotins nur 3 verschiedene Dosierungen, nimlich 2,5, 5 und 
10 7 angewandt wurden. Das Ergebnis ist, dab 7-Carotin in 
Tagesdosen von 2,57 in keinem Fall dauerndes Wachstum hervor- 
ruft; die Tiere erleiden nach kurzer Gewichtszunahme starken 
Gewichtsabfall mit tédlichem Ausgang. Bei 5 y y7-Carotin zeigten 
von 14 Tieren 10 gute Gewichtszunahme und 4 blieben iiber 
mehrere Wochen gewichtskonstant. In allen Fallen trat Heilung 
der Xerophthalmie ein. Bei den zum Vergleich mit 2,5 7 §-Carotin 
cefiitterten Tieren aus derselben Zucht wurde ohne Ausnahme 
cute Gewichtszunahme festgestellt. Wihrend 5 y y-Carotin in 
70°/, aller Fille gutes Wachstum bewirkten, war dies mit 10 7 
bei allen Tieren der Fall. 

Bezeichnet man als Grenzdosis der Carotine diejenige Menge, 
die tiglich an A-vitaminfrei ernihrte Ratten verfiittert werden 
nub, damit mindestens 70°/, aller Tiere wahrend einer Nachperiode 
yon mindestens 35 Tagen eine Gewichtszunahme von mehr als 
10 ¢ zeigen, so ergibt sich aus unseren Versuchen als Grenzdosis 
fir: @-Carotin 5 y, @-Carotin 2,5 y, y-Carotin 5 7.?) 

Die aus den Formeln der 3 Carotine gefolgerten Unterschiede 
in der Wirksamkeit von #-Carotin einerseits und «- und y-Caro- 
tin andrerseits erfahren damit eine experimentelle Bestitigung. 
6-Carotin, aus dem 2 Molekiile A-Vitamin hervorgehen kénnen, 
ist doppelt so wirksam wie die beiden Isomeren, aus denen nur 
1 Molekiil A-Vitamin entstehen kann.') Ebenso wie bei der Ver- 
tiitterung groBer Carotinmengen tritt offenbar auch bei den kleinen 
therapeutisch wirksamen Dosen zunichst Umwandlung in das eigent- 
liche Vitamin ein, das seinerseits erst die Behebung der Ausfall- 
erscheinungen bewirkt. 

Im AnschluB an die biologische Priifung der Carotine haben 
wir auch verschiedene Xanthophylle auf Wachstumswirkung unter- 


') R. Kuhn u. H. Brockmann, Klin. Wochenschr. 12, 972 (1933), — 
Die Wachstumswirkung des 6-Carotins bleibt erhalten, wenn ein Iononring 
durch Oxydation gedfinet ist. Vgl. R. Kuhn u. H. Brockmann, Semi-/- 
carotinon, Ber. chem. Ges. 66, 1319 (1933). 
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sucht. Die Formulierung der Xanthophylle als Hydroxylverbindungey 
der Carotine!) lieB die Méglichkeit offen, daB auch diese Vor. 
bindungen, wenn auch zu einem geringeren Teil als die Carotine, 
im tierischen Organismus in A-Vitamin iibergehen kénnen. Die 
ersten Versuche tiber Wachstumswirkung von Xanthophyllen wurden 
von H.y. Euler an Hiihnern angestellt, wobei sich das untersuchte 
Blattxanthophyll als wirkungslos bzw. sogar als giftig erwies.2) 
Spiter beobachteten H. v. Euler, P. Karrer und M. Rydbom‘* 
bei Verfiitterung eines Xanthophyllpriparates aus Brennesselp, 
das nur durch Krystallisationen gereinigt war, in Tagesdosen 
von 37 y eine voriibergehende Gewichtszunahme an Ratten, die 
jedoch keineswegs mit der durch 5 y Carotin hervorgerufenen yer- 
glichen werden konnte. 

Die von uns in Tagesdosen von 60 y verfiitterten Xantho- 
phylle (Lutein, Zeaxanthin und Violaxanthin) waren nicht nur 
durch Krystallisationen, sondern auch sorgfailtig durch Adsorption 
an Aluminiumoxyd‘) gereinigt und lieBen bei der chromatographi- 
schen Priifung keinen Carotingehalt mehr erkennen. Um stirende 
Einfliisse durch die Grundkost, verschiedene Herkunft der Tiere, 
sowie verschiedene Tierhaltung méglichst auszuschalten, verfuhren 
wir so, daB sowohl die Ratten als auch die Grunddiiit zwischen 
dem Leipziger und Heidelberger Institut ausgetauscht wurden. 
Es wurden in Leipzig Ratten der Heidelberger Zucht zum Teil mit 
Heidelberger, zum Teil mit Leipziger Diit erna’hrt und umgekehrt 
wurden in Heidelberg Leipziger Ratten teils mit Leipziger, teils mit 
Heidelberger Grunddiit gefiittert. Daneben wurde in jedem Institut 
noch eine Reihe Ratten eigener Zucht mit eigener Didt angesetzt. 

1) P. Karrer, A. Helfenstein, H. Wehrli, B. Piper u. R. Mort, 
Helvet. chim. Acta 14, 614 (1931). Vgl. auch Karrer in Ergebn. d. Physiologie 
34, 829 (1932). Der Nachweis der OH-Gruppen erfolgte durch Bestimmung des 
aktiven Wasserstoffs nach Zerewitinoff. Diese Methode erlaubt keine 
sicheren Schliisse auf Anwesenheit von OH-Gruppen, denn die Polyenketoue 
8-Carotinon und Rhodoxanthin geben ebenfalls positive Zerewitinoffwerte. 
Vgl. R.Kuhn u. H.Brockmann, Ber.chem. Ges. 65, 894 (1932); 66,828 (1933). 
Als erster sicherer Nachweis fiir die Alkoholnatur der Xanthophylle mub 
die Auffindung von Xanthophyllestern durch R. Kuhn, A. Winterstein 
u. W. Kaufmann angesehen werden. Ber. chem. Ges. 63, 1496 (1930). 

*) P. Karrer, H. v. Euleru. M. Rydbom, Helvet. chim. Acta 13, 109° 
(1930). Vgl. auch O. Klein, M. Schultze u. E. Hart, J. of biol. Chem. %, 
83 (1932). 

‘) Helvet. chim. Acta 14, 1428 (1931). Vgl. auch M. Rydbom, Biochem. 
Z. 258, 239 (1933). 

4) ,,Aluminiumoxyd zur Adsorption, standardisiert nach Brockmann’, 

Merck, 
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Das Ergebnis dieser Versuche ist, daB Lutein, Zeaxanthin 
und Violaxanthin in den angewandten Mengen (60 7) gar 
keine Wachstumswirkung ausiiben. Die entgegengesetzten 
Befunde von H. vy. Euler, P. Karrer und M. Rydbom beruhen 
vermutlich entweder darauf, daB die von diesen Forschern ver- 
wendeten Xanthophyllpraparate, die nicht chromatographisch ge- 
reinigt waren, doch noch mehr Carotine enthielten als nach der 
Verteilungsprobe angegeben wurde?), oder aber darauf, daB im 
Organismus der Ratte unter gewissen, noch nicht niiher erkenn- 
baren Bedingungen eine Reduktion von Xanthophyll zu Carotinen 
stattfinden kann. Ebenso unwirksam fanden wir Azafrin-methyl- 
ester, Dihydro-crocetin*®) und Chlorophyll), bei dem 
EK. Biirgi Wachstumswirkung nachgewiesen hatte.) Vermutlich 
enthielten seine Priiparate noch Carotin, das sich in rohen 
Chlorophyllpraparaten leicht durch chromatographische Analyse 
an Calciumcarbonat nachweisen 1liBt. 


Beschreibung der Versuche. 

I. Darstellung und Reinigung derPriaparate. 1. c- und 8-Carotin. 
Das verwendete «-Carotin wurde durch Adsorption an Fullererde 
nach R. Kuhn und H. Brockmann’) gewonnen. Schmelzp. 175° 
(Berl-Block) im evakuierten Réhrchen. «2§ = + 360—3880°. 

Das #-Carotin wurde durch Adsorption einer schwer léslichen 
Spitzenfraktion an aktiviertem Aluminiumoxyd dargestellt. Schmelzp. 
183° (korr., Berl-Block) im evakuierten Roéhrchen. @2.§ = < +5”. 

2. Xanthophylle. Die verfiitterten Xanthophylle waren durch 
hiufiges Umkrystallisieren gereinigt und durch Adsorption an 
aktiviertem Aluminiumoxyd*) aus Benzol—Benzingemischen sehr 
sorgfaltig von Carotin befreit worden. Die folgende Tabelle gibt 
einige Daten der verwendeten Xanthophylle wieder. 

3. Azafrin-methylester, Dihydro-crocetin-dimethyl- 


| ester und Chlorophyll. Der verwendete Azafrin-methylester ’) be- 
_ saB den Schmelzp. 193°(korr.) und war durch Methylierung von Azafrin 
(aus Azafranillowurzeln) mit Dimethylsulfat dargestellt worden.®) 


‘) Auch Monohydroxy-carotine kommen in Betracht. 
*) B.v. Euler, H.v. Euler u. P. Karrer, Helvet. chim. Acta 12, 283 


- (1929); H. y.Euler, P. Karreru. M. Ry dbom, Ber. chem. Ges. 62, 2445(1929). 


*) Methyl-Chlorophyllid a + b. 

*) Klin. Wochenschr. 10, 1313 (1931). Vgl. dagegen H. vy. Euler, V. 
Demole, P. Karrer u. O. Walker, Helvet. chim. Acta 13, 1078 (1930). 

*) Diese Z. 200, 255(1931). °%) Standardisiert nach Brockmann (Merck). 

‘) Die Priiparate waren yon Herrn Winterstein dargestellt. 

‘) R.Kuhn, A.Wintersteinu. H. Roth, Ber.chem. Ges. 64, 338 (1931). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXI. 10 











1384 Richard Kuhn und Hans Brockmann, 























Schmp., korr. 
7 Berl-Block im ae 
Name Herkunft wher om ae 
Réhrehen 
Lutein ... Tagetes aurea’) 192° 140° idler 
Zeaxanthin . | Physalis franchetti’) 207° +- 32° (Chloroform) 
Violaxanthin . Viola tricolor *) 198° + 32° (Chloroform) 


Der Dihydro-crocetin-dimethylester, nach R. Kuhn und 
A. Winterstein durch Reduktion von Crocetin-dimethylester mit 
Zinkstaub in Pyridin—Eisessig gewonnen“*®), schmolz bei 96° (kory,) 

Das Methylchlorophyllid, das wir Herrn Prof. A. Stoll ver- 
danken, erwies sich bei der Adsorptionsanalyse an Calciumecarbhonat 
als frei von Carotin. 

II. Tierversuche. Die Tierversuche im Heidelberger Institut 
wurden in der wiederholt beschriebenen Weise durchgefiihrt.®) Im 
Leipziger Institut wurde in 4bnlicher Weise verfahren.’) Die 
in beiden Instituten verwendeten Grunddiiten waren wie folgt 
zusammengesetzt: 











sicstecsstietsiecscit sbacall sat oni otal Dist 

Casein (24 Std. auf 120° erhitzt). . . 20Tle.] Casein ..... . 18Tile, 
Reisstirke (24 Std. auf 160° erhitzt) . 35 ,, |Stirke ...... 57 ,, 
a ee ee ee ee 1S. SEs a ck ws By 
Arachisé] (8 Std. bei 120° ‘durehliiftet) 2 Hefe aks | Oy 
ee eee eee 10 ,, |Salzgemisch nach 
Salzmischung : n.McCollumu.Simmonds 5 ‘ Me Collum u. Davis 5 .. 
Verfiitterung der Diit in Form von Keks.*) 


1. Quantitativer Vergleich der A-Vitaminwirkung yon 
a-, f?- und y-Carotin. a) Vergleich von e@- und #-Carotin 
(Leipzig). Die Tiere (10 fiir jede Dosis) wurden mit der Diit des 
Leipziger Instituts gefiittert. Die Dauer der Nachperiode betrug 
35 Tage. Als nicht gewachsen sind die Tiere bezeichnet, die am 
Ende der Nachperiode nicht iiber das Gewicht zu Beginn der 
Nachperiode zugenommen hatten, wobei ein anfanglicher Gewichts- 
anstieg nicht beriicksichtigt ist. Die Tiere, die wihrend der Nach- 





1) R. Kuhn, A.Winterstein u. E. Lederer, Diese Z. 197, 147 (1931) 
?) R.Kuhn, A. Winterstein u. W. Kaufmann, Ber. 63, 1496 (1930). 
*) R. Kuhn u. A. Winterstein, Ber. 64, 326 (1931). 

*) Die Priiparate waren von Herrn Winterstein dargestellt. 

*) R. Kuhn u. A. Winterstein, Ber. chem. Ges. 65, 646 (1932). 

*) R. Kuhn u. H. Brockmann, Diese Z. 213, 1 (1932). 

’) A. Scheunert u. M. Schieblich, Biochem. Z. 263, 444 (1933). 
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periode weniger als 5 g zugenommen haben, sind als schwach 
vewachsen bezeichnet; ihre Zahl ist in Klammern hinter die Zahl 
der gut gewachsenen Tiere gesetzt. Von 90 Versuchstieren er- 
krankten 77 an Keratomalazie, das sind 85,5°/,. Die Zahl der 
cestorbenen Tiere ist mit einem + versehen. 





Zahl der ge- Zahl der nicht ge- | Zahl der geheilten 
Tiigliche} wachsenen Tiere in | wachsenen Tiere in | Tiere in °%/, der 
Dosis °/, der Gesamtzahl °/, der Gesamtzahl erkrankten Tiere 














Me Fe ' me i me ee a 
Y | @-Carotin | 8-Carotin | a-Carotin | 6-Carotin | «-Carotin | §-Carotin 








(20) | 50 80 50 0 | 20 











1 

2 (30) 70 70 (10+) | 30 0 | 50 
3 50 (10) 90 (20) 50 _ 10 85 | 100 
4 80 | 100 20 (13+) | 0 89 | 93 


b) Vergleich von #- und y-Carotin (Heidelberg). Die Tiere 
wurden mit der Diaét des Heidelberger Institutes gefiittert. Die 
Dauer der Nachperiode betrug 60 Tage. 











sail Zahl der gewachsenen Zahl der geheilten 
liigliche Zahl der Tiere in °, Tiere in °, 
Dosis eingesetzten der Gesamtzahl der erkrankten Tiere 
in 7 Tiere ; : ; ‘ — os 
8-Carotin | y-Carotin | §-Carotin | y-Carotin 
2,0 5) 100 0 100 0 
5 15 ~_ 73 — 90 
iC 5 _ 100 _ 100 











II. Priifung von Xanthophyllen auf Wachstumswirkung. 1. Lutein. 
‘\Versuche des Leipziger Institutes.) 10 Ratten aus ciner Zucht des 
Heidelberger Institutes erhielten tiglich 60 y Lutein in Sesamdél 
gelést. Heidelberger Diait. Einsatzgewicht 40—60 g. Alle Tiere 
ohne Gewichtszunahme gestorben. 

10 Ratten aus einer Leipziger Zucht erhielten tiglich 60 y 
Lutein in Sesamdl gelést. Leipziger Diit. Einsatzgewicht 60—110¢. 
9 Ratten ohne Gewichtszunahme gestorben. 1 Tier zeigte voriiber- 
gehend einen geringen Gewichtsanstieg und starb ebenfalls. 

(Versuche des Heidelberger Institutes.) 6 Ratten eigener Zucht 
erhielten tiglich 60 y Lutein in Arachisél gelist. Heidelberger 
Diit. Kinsatzgewicht 100—130 g. Alle starben nach kurzer, 
voriitbergehender Gewichtszunahme unter starkem Gewichtsabfall. 

3 Ratten des Leipziger Institutes erhielten tiglich 60 y Lutein 
in Arachisél gelést. Leipziger Diadt. Hinsatzgewicht 50—70 g. 
4 Tiere starben unter starkem Gewichtsabfall. 1 Tier zeigte 
10* 
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voriibergehend geringen Gewichtsanstieg, starb aber bald darauf 


nach starkem Gewichtsverlust. 

4 Ratten des Leipziger Institutes erhielten 60 y Lutein jy 
Arachisél gelést. Heidelberger Diit. Kinsatzgewicht 70—90 »¢, 
Alle starben nach starkem Gewichtsabfall. 

2. Zeaxanthin. (Versuche des Leipziger Institutes.) 10 Ratten 
des Heidelberger Institutes erhielten taglich 60 y Zeaxanthin iy 
Sesamél gelést. Heidelberger Diit. Einsatzgewicht 40—80 g. Alle 
Tiere starben unter starkem Gewichtsabfall. 

10 Ratten des Leipziger Institutes erhielten taglich 60 y Zea- 
xanthin in Sesamdl gelést. Leipziger Diait. Kinsatzgewicht 60—110¢. 
Alle Tiere starben unter starkem Gewichtsverlust, 3 zeigten voriiber- 
gehend kurze Gewichtszunahme. 

(Versuche des Heidelberger Institutes.) 6 Ratten eigener Zucht 
erhielten tiglich 60 y Zeaxanthin in Arachisél gelést. Heidelberger 
Dit. Einsatzgewicht 60—100g. Alle Tiere starben unter Gewichts- 
abnahme, nachdem bei 2 Tieren voriibergehend Gewichtszuwachs 
aufgetreten war. 

4 Ratten aus einer Zucht des Leipziger Institutes erhielten 
tiglich 60 y Zeaxanthin in Arachisél gelist. Heidelberger Diit. 
Kinsatzgewicht 80—85 g. Alle Tiere starben nach kurzer Zeit 
unter starkem Gewichtsverlust. 

4 Ratten aus einer Zucht des Leipziger Institutes erhielten 
tiiglich 60 y Zeaxanthin in Arachisél gelést. Leipziger Diat. Kinsatz- 
gewicht 50—70g. Alle Tiere starben unter Gewichtsabfall. 

3. Violaxanthin. (Versuche des Heidelberger Institutes. 
8 Ratten eigener Zucht erhielten tiglich 40 y Violaxanthin in 
Arachisél gelést. Heidelberger Diit. Einsatzgewicht T0—120 g. 
Alle Tiere starben unter starkem Gewichtsverlust. 

Priifung von Azafrin-methylester, Dihydro-crocetin-dimethylester 
und Chlorophyll auf Wachstumswirkung. (Versuche des Heidelberger 
Institutes). Azafrin-methylester. Tagesdosis 0,1 mg Arachisil. 
Einsatzgewicht 100—120 g. Alle Tiere starben unter starkem 
Gewichtsabfall. 

Dihydro-crocetin-dimethylester. Tagesdosis 0,1 mg. 
Einsatzgewicht 70—80g. Alle Tiere starben unter starker Gewichts- 
abnahme. 

Chlorophyll. Tagesdosis 0,1 mg in Arachisél gelést. Einsatz- 
gewicht 50—115 g. 4 Tiere starben nach starkem Gewichtsverlust, 
5 zeigten einen geringen Gewichtsanstieg, der aber bald von Gewichts- 
abfall mit tédlichem Ausgang gefolgt war. 
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Ein Beitrag zur Physiologie des Knochenmarks. 
Von 


K. Felix, A. Grassmiick, K. Huck und K. Matzen. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft.) 


(Aus dem Laboratorium der II. med. Klinik der Universitat Minchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8, August 1933.) 


Die Anregung zu den nachfolgenden Untersuchungen empfingen 
wir von Beobachtungen iiber die Wirkung des antianimischen 
Stoffes der Leber bei gesunden Menschen. Sehr hiiufig erzeugt bei 
ihnen die Leberbehandlung eine Zunahme der Reticulocyten, also 
eine Steigerung der Blutneubildung. Da nun ein stirker arbeitendes 
Organ mehr Sauerstofi verzehrt, lag es nahe, einmal zu priifen, ob 
wirksame Leberpriparate den Sauerstoffverbrauch des Knochen- 
marks auch in vitro erhéhen und ob sich daraus vielleicht eine 
Reaktion auf den Animiestoff ergibe. 

Wir haben zunichst die Atmung des Knochenmarks selbst 
und ihre Abhingigkeit von seiner Zusammensetzung und von 
anderen Faktoren untersucht. Bei der auBerordentlich wechselnden 
histologischen Beschaffenheit war von vornherein zu erwarten, daB 
die einzelnen Proben in sehr verschiedenem MaBe Sauerstoff auf- 
nehmen werden. Wir beniitzten zu unseren Versuchen nur Mark 
aus den langen Réhrenknochen von Kilbern. Den stirksten Sauer- 
stoftverbrauch zeigte rotes Mark, 0,28—0,32 ccm pro Gramm in 
) Stunden, den geringsten Fettmark, nur 0,09—0,15ccm. Die Werte 
fiir das gemischte Mark lagen dazwischen. Bei diesen Versuchen 
war das Mark in physiologischer Kochsalzlésung suspendiert und 
das p,, der Mischung betrug 6,3. LaBt man das Mark in ver- 
schiedenen Puffern atmen, so ergibt sich eine gewisse Abhiingig- 
keit von der Wasserstoffionenkonzentration in der Weise, da am 
meisten Sauerstoff bei p,, 8,3 verzehrt wird. Nach beiden Seiten 
von diesem Optimum sinken die Werte ab, auf der alkalischen 
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Seite steiler. Jenseits des Neutralpunktes steigt die Atmung noch 
einmal bis p,, 6,3 kurz an, um dann wieder abzunehmen. | 

Danach diirfte der Faktor, welcher in der Hauptsache dic 
Atmung des Knochenmarks beherrscht, der Reichtum an Zelloy 
sein; das zellenreichste, das rote Mark, atmet am starksten uni 
das zellarme Fettmark am schwiichsten. Da nun der Gehal 
eines Organs an Purinbasen dem Gehalt an Kernsubstanzen uni 
damit auch dem an Zellen proportional ist, diirfte er ein Merkma| 
sein, welches das Mark ebenso kennzeichnet wie der histologische 
Nachweis der Zellen. Wir haben nun in einer groBen Anzahl yoy 
Versuchen neben dem Sauerstoffverbrauch und dem Gesamtstick- 
stoff auch den Purinstickstoff bestimmt. Fiir rotes Mark betriigt 
er im Durchschnitt 0,18—0,24°/,: fiir Fettmark 0,06—0,0s° 
Zwischen diesen beiden Extremen konnten wir fast alle Zwischen- 
werte auffinden, entsprechend den flieBenden Ubergiingen, die aucl 
histologisch zu erkennen sind. In yereinzelten Fallen sank do 
Purinstickstoff noch unter den Wert des Fettmarks auf 0,02 bis 
0,03°/,.. Da wir Material nur von jungen Tieren verarbeitet haben, 
mag man bei dlteren Tieren noch niedrigere Zahlen finden. In 
experimentellen Teil haben wir eine gréfere Anzahl von Atmungs- 
versuchen nach dem Gehalt an Purinstickstoff geordnet. Aus 
dieser Ubersicht geht hervor, daB um so mehr Sauerstofi verzelit 
wird, je héher der Purinstickstoff ist. Bei 0,04—0,06°/, Purin-\ 
verbrauchen 5 g Mark im Mittel 0,44 ccm Sauerstoff in 5 Stunden 
und bei einem Gehalt von 0,14—0,24°/, 1,7 ccm. Bezieht man 
aber die Gasvolumina auf 1 mg Purin-N, so erhilt man Werte. 
die innerhallb engerer Grenzen, 0,15—0,3 cem, schwanken. Die 
um den Kern gelagerte aktive Protoplasmamasse atmet also in 
allen Zellen des Marks ungefihr gleich stark. Eine volle Gleich- 
miBigkeit ist nicht zu erwarten, weil je nach der Stoffwechsellag: 
mehr oder weniger Purine auch auberhalb des Zellkerns vorkomme! 
werden und wahrscheinlich neben den allgemeinen, an den Kern ge- 
bundenen Oxydationsprozessen noch andere in verschiedenem Mase 
ablaufen werden. Trotzdem stellt der Purinstickstoff wenigstens vor- 
liufig eine brauchbare BezugsgréBe dar, um in Vergleichsversuchen 
Einfliibe auf die Atmung des Knochenmarks zu erkennen. 

Der Gehalt an Gesamtstickstoff eignet sich nicht als Bezugs- 
gréBe; er schwankt zwar in iihnlichem Sinne wie der Purinstick- 
stoff, jedoch in viel gréBerem Ausma8, niimlich von 0,2—2° 
Der Anteil des Purin- am Gesamtstickstoff betrug meist zwischen 
7 und 18°), in einzelnen Fallen 20 und 24°/). 





| 


heed 








Ein Beitrag zur Physiologie des Knochenmarks. 189 


Um nun festzustellen, ob der Zusatz einer Aminosiiure oder der 
wirksamen Fraktion eines Leberextraktes den Sauerstoffverbrauch 
einer beliebigen Knochenmarksprobe erhéht, haben wir ihn mit 
dem verglichen, den eine andere Markprobe yon annihernd 
sleichem Puringehalt, aber ohne Zusatz gegeben hatte. Wegen 
der immer noch vorhandenen Schwankungen diirfen natiirlich 
nur groBe Ausschlige positiv bewertet werden. 


Von den Aminosiuren, die wir vorriitig hatten, erhéhte nur 
das Alanin den Sauerstoftverbrauch geniigend, Asparaginsiiure 
und Glutaminsiiure gar nicht, ebensowenig Glykokoll und sein Di- 
peptid Glycyl-glycin. Nach Prolin und Tryptophan trat wohl eine 
veringe Steigerung ein, die aber nicht mit Sicherheit verwertet 
werden kann. Die Priparate aus Leber und Magenschleimhaut 
wirkten sehr viel deutlicher, jedoch nicht bloB die allein, welche 
nach der klinischen Priifung und der Methimoglobinreaktion den 
Animiestoff enthalten sollen, sondern auch andere Fraktionen. 
Allerdings steigern jene die Atmung etwas mehr als diese. 

Unsere Erwartung ist zwar insofern eingetroffen, als anti- 
aniimisch wirksame Priiparate den Stoffwechsel des Knochenmarks 
auch in vitro erhéhen. Sie teilen aber diese Eigenschaft noch 
mit anderen Stoffen. 


Versuchsteil. 


I. 


Wir verwandten ausschlieBlich Mark aus méglichst frischen langen 
Rohrenknochen von Kiilbern; sie wurden der Liinge nach aufgesigt und 
das Mark herausgeschabt. 3 bis 4 mittelgroBe Knochen lieferten etwa 30 g. 
riir einen einzelnen Ansatz brauchten wir 5 g. Die Apparatur, in der wir 
den Sauerstoffverbrauch bestimmten, war bereits bei Versuchen iiber den 
Abbau der Harnsiiure verwendet worden und ist inzwischen von W.Schuler 
beschrieben worden.*) Sie besteht aus einem ReaktionsgefiB und einer Gas- 
biirette mit Niveaubirne, die durch ein kurzes Schlauchstiick miteinander 
verbunden werden. Als Sperrfliissigkeit diente Brodiesche Lésung. Das 
ReaktionsgefaiB hat zwei Teile, die durch einen Hahn voneinander getrennt 
sind, um Fliissigkeiten erst nach Temperaturausgleich mischen zu kénnen. 
Auberdem ist noch seitlich ein Ansatz angebracht fiir Absorption der Kohlen- 
siure, der mit 2 cem 50°/,iger Kalilauge beschickt wurde. Diese Anordnung 
eignet sich fiir Versuche mit ziemlich viel Material und relativ hohem Sauer- 
stoftverbrauch; dann fallen die Fehler des Apparats nicht ins Gewicht. 
> g Mark wurden in die untere Hiilfte des ReaktionsgefiBes gebracht, in 
-0 ecm physiologischer Kochsalzlésung oder Puffer suspendiert und mit 
Toluol iiberschichtet. Die Suspension in Kochsalzlésung hatte ein py von 
‘3. Das Reaktionsgefi8 wurde dann mit Sauerstoff durchspiilt, mit der 
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gefillten Biirette verbunden und an einer Schiittelvorrichtung in einey 
Thermostaten von 37—38° befestigt. Nach Temperaturausgleich wurde die 
Flissigkeit in der Biirette und im Niveaugefib auf gleiche Héhe eingestel|; 
und abgelesen. Die Versuche dauerten 5 Stunden und in dieser Zeit wurde 
die Abnahme des Sauerstoffs alle 10 Minuten abgelesen. Danach wurde 
das Mark mit der Suspensionsfliissigkeit quantitativ in einen Rundkolbey 
iibergefiihrt und 4 Stunden mit 4°/, Schwefelsiiure hydrolysiert. Das Hydro- 
lysat wurde mit Natronlauge neutralisiert, mit Essigsiure wieder schwach 
angesiuert, aufgekocht, filtriert und in einem MeBkolben auf 100 cem ge- 
bracht. In zweimal 20 cem wurde der Gesamtstickstoff bestimmt und jy 
zwei weiteren Proben von 20 cem der Purinstickstoff nach der Modifikation 
von N. Poczka‘) der Methode von S. J. Thann hauser und G. Czoniczer'), 
Fiir den letzteren Zweck wurden die Proben mit 4 ccm einer 40°), igen 
Natriumbisulfitlésung und 4 ccm einer 10°/,igen Lésung von Kupfersulfat 
gemischt und 3 Minuten zum Sieden erhitzt. Der ausgefallene rotbraune 
Niederschlag wurde auf einem Porzellantiegel mit porésem Boden gesammelt, 
griindlich mit heiBem Wasser gewaschen und schlieBlich quantitativ in einen 
Mikrokjeldahlkolben iibergefiihrt. Der Tiegel wurde noch mit den 2 ccm 
der Veraschungschwefelsiure nachgespiilt. Die weitere Bestimmung des 
Stickstoffs geschah in der iiblichen Weise. 

Die folgenden Versuche sind mit histologisch differenzierten Mark- 
proben angesetzt worden. Die Werte beziehen sich immer auf 5 g Mark. 
Der angegebene Sauerstoffverbrauch stellt den Gesamtverbrauch in 5 Stunden 
dar, reduziert auf 0° und 760 mm. 






































Tabelle 1. 
3 Purin-N Sauerstoffverbrauch 
Gesamt-N naGunddia angie agate — ome as 
| 0 
m lo ” pro 1 mg 
S sd | vom Gesamt-N — Purin-N 
Fettmark. 
17,64 2,9 | 16,4 0,570 | 0,198 
28,00 3,9 | 13,9 0,740 | 0,191 
27,60 2,5 | 9,1 0,470 | 0,191 
Gemischtes Mark. 
35,14 6,40 | 18,2 0,770 | 0,122 
66,50 7,14 | 10,9 1,230 | 0,178 
43,90 7,35 | 16,7 1,240 | 0,169 
40,20 728 | 18,1 1,190 0,164 
Rotes Mark. 
59,36 10,01 17,1 1,280 | 0,127 
61,26 10,15 16,5 1430 | 0,141 
55,30 11,36 20,5 1,350 | 0,119 


Da die histologische Differenzierung umstindlich und nicht immer 
exakt durchfiihrbar ist, haben wir uns in den weiteren Versuchen nur an 
den Purinstickstoff gehalten, der, wie aus der Tab. 1 hervorgeht, das Mark 
auch geniigend charakterisiert. 





po: 
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Die nichste Versuchsreihe galt dem Einflu8 der Wassserstoffionen- 
konzentration; ihr Ergebnis ist in der nachfolgenden Kurve enthalten. Auf 
der Abszisse sind die p;,;-Werte und auf der Ordinate der Sauerstoffverbrauch 


pro mg Purin-N eingetragen. Das 
Mark wurde in 20 cem Phosphat- oder C+ | 
Boratpuffer suspendiert. Die endgiiltige 





Wasserstoffionenkonzentration wurde as b 
mit dem Foliencolorimeter gemessen. ej Pa 
In der Tab. 2 haben wir eine (|? 





gréBere Anzahl von Versuchen mit ver- 











schiedenen Knochenmarksproben nach Tt 

der Héhe des Purinstickstoffgehaltes ge- 

ordnet. Wieder beziehen sich die Er- or ses , 7 
gebnisse auf 5 g Mark. . atta 


Tabelle 2. 


















































Gesamt-| Purin- | Sauerstoffverbr. |]Gesamt-] Purin- | Sauerstoffverbr. 
N N ar N N oe ee 
cem | Pro Img cem | Pro img 
mg ng Purin-N mg mg Purin -N 
28,70 2,17 | 0,420 0,194 |] 39,53 5,25 | 0,420 0,080 
30,00 2,25 | 0,288 0,128 |] 24,6 5,40 | 0,420 0,078 
30.60 2,30 0,283 0,123 22,68 5,43 0,512 0,094 
18,76 | 2,38 | 0,420 0,177 |] 72,98 5,60 | 0,868 | 0,155 
33,20 2,45 0,430 0,175 : ani 1 my 
98 80 2-75 0,477 0.173 Mittel 0,555 0,102 
25,62 2,50 | 0,740 0,264 35,14 6,4 0,777 | 0,122 
17,64 2,90 0,575 0,199 25.9 6,4 0,603 0.094 
33,00 2,90 ] 0,311 | 0,107 38,4 6,5 1,490 0,230 
Mittel 0,44 = 0,171 Mittel 0,956 | 0,145 
31,78 3,15 0,886 | 0,288 66,5 7,14 1,234 | 0,173 
42,6 3,19 0,660 0,210 50,3 7,15 3.530 0,493 
22,2 3,15 | 0,960 0,305 |} 40,2 7,28 1188 | 0,163 
9,2 3,25 0,393 i 0,121 43,9 7.35 1.691 0,230 
20,3 3,60 1,060 | 0,294 43,9 7,35 1,243 | 0,169 
27.69 3,65 0,372 0,102 45,8 7,43 1.130 0.152 
42,2 3.65 | 0,420 0,115 eg 
58,7 3,85 0,570 0,148 Mittel 1,675 0,226 
414 | 3,85 | 0,695 | 0,180 |] 3969 1 889 1 2312 0,260 
Mittel 0,68 0,196 || 59,36 | 10.01 | 1,280 0,128 
m7 é <a 61,26 | 10,15 | 1,435 0,142 
se 4,27 1,380 0,323 93,10 | 11,44 1,627 0,142 
_ 4,30 0,411 0,096 34,30 | 11.48 2.595 0,226 
109,16 | 4,34 | 1,234 | 0,285 | OO aac age ame 
31,0 4,50 1,140 . 0,253 Mittel 1,730 0,159 
Mittel 1,041 0,238 


. Wir haben auch Versuche mit Mark angestellt, das mit Aceton und 
Ather getrocknet worden war. Bei ihnen war aber der Sauerstoffyerbrauch 
Wesentlich geringer, so daB dieses Material keinen Vorteil bot. 
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TI. \ 
Bei den Versuchen mit Zusatz von Aminosiiuren hatten wir anfangs | fi 
immer gleichzeitig einen Leerversuch angesetzt. Da aber sehr hiufig de; fF 
Gehalt an Purinstickstoff zwischen dem Haupt- und Leerversuch stark . - 
wechselte, selbst wenn die Proben aus den gleichen Knochen entnommey d 
worden waren, halten wir es fiir richtiger, die Versuche mit Aminosiiurep - (8 
mit solehen Leerversuchen zu vergleichen, die annihernd den gleichen f ih 
Purinstickstoff haben. Bei dem anderen Verfahren wurde hiiufig eine Stei- s 
gerung des Sauerstoffverbrauchs vorgetiiuscht, wenn zufiillig der gleichzeitize F UC 
Leerversuch mit einer Markprobe von niedrigem Puringehalt angesetzt war, f oD 
Die Reaktion lag in diesen Versuchen zwischen p;, 8,3 und 8,5. Bei den a 
Werten fiir den Gesamtstickstoff ist der mit der Aminosiure zugefiilrte vi 
bereits abgezogen. Die Aminosiiuren wurden in anniihernd diquimolekularen F da 
Mengen zugesetzt. A 
Tabelle 3. ‘ 
St 
Sauerstoffverbr: aucl e (St 
ial Gesamt- Purin-N O ot ii. 
minosiiure y urin- ws pd 
N cem |pro 1 ms | schnittswert p 
Purin-N | aus Tab. 2 os 
24,64 1,40 0,567 0,405 0,171 . 
ater is 87,31 4,20 1,230 0,294 0,238 
es 80,65 6,09 1,480 0,243 0,145 
114,83 7,0 2,586 0,369 0,226 
29,8 7,95 1,416 0,178 0,226 _ - 
y k or ie = <a eat ie 
ti sii cranes 67,4 10,35 | 2,787 0,269 0,159 
34,59 mg 29,02 5,6 0,612 0,109 0,102 
Glycyl- glycin 29,22 9,1 0,621 0,068 0.260 
69,63 mg 45,92 11,4 1,983 0,174 0,159 
Asparaginsiure 49,12 12,0 1,380 0,115 0,159 
77,18 mg 57,09 7,85 0,992 0,126 0,22 
Glutaminsiiure 52,09 11,85 1,626 0,137 0,159 
36,6 3,15 0,576 0,183 0,196 
60,25 mg Prolin 60,20 3,9 1,160 0,298 0,196 
33,56 7,1 2,101 0,296 0,226 
53,43 mg 9,85 2,625 0,685 0,261 | 0,245 
Tryptophan 20,02 6,85 1,855 0,271 0,145 
In einer gesonderten Versuchsreihe pri.ften wir noch einmal die A)- 
hingigkeit des Sauerstoffverbrauchs von der Reaktion in Gegenwart you 
Alanin. Es ergab sich wieder ein deutliches Optimum bei py, 8,3—8,5: di 
gegen war das zweite Optimum bei schwach saurer Reaktion nicht melt 
zu bemerken. 
Die Versuche mit Fraktionen aus Leberextrakt und aus Magenschleim- 


haut haben wir in der gleichen Weise angesetzt. Da die Priparate teilweis¢ 


selbst Purine enthielten, mubte ihr Anteil yon dem Gesamtpurinwert der 








~ 
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Versuchsmischungen abgezogen werden. In der Tab. 4 ist jeweils nur der 
fiir das Knochenmark verbleibende Wert angegeben. Die Darstellung der 
Fraktionen des Leberextraktes haben wir an anderer Stelle beschrieben.®) 
Die Magenschleimhaut wurde aus Schweinemiigen gewonnen und zuniichst 
der Selbstverdauung tiberlassen, wobei die Reaktion (p,, 1,8) mit Schwefel- 
siure eingestellt wurde. Nach der Verdauung wurden die noch verbliebenen 
hochmolekularen EiweiBstoffe mit Gerbsiiure gefallt und das Filtrat des 
Niederschlags wie bei den Leberextrakten weiter behandelt. Die Wirksam- 
keit der Leberextrakte wurde klinisch und mittels der Methimoglobinreaktion 
nach R. Duesberg und W. Koll’) gepriift, die Fraktionen der Magen- 
schleimhaut nur mit der letzteren. Von den Aufarbeitungen der Leber waren 
wirksam das Gerbsiiurefiltrat, der Quecksilberniederschlag und hin und wieder 
die alkalische Bleifillung, unwirksam das Filtrat vom Quecksilberniederschlag. 
Abnlich verteilte sich auch die Wirksamkeit auf die Fraktionen der Magen- 
schleimhaut, wirksam waren der Quecksilberniederschlag und unwirksam 
sein Filtrat. Bei der Priifung am Knochenmark erhéhten wohl die wirk- 
samen Fraktionen den Sauerstoffverbrauch, aber auch die unwirksamen. Neben 
dem Animiestoff sind also in Organextrakten noch andere Substanzen, welche 
den Sauerstoftverbrauch des Knochenmarks steigern. Die Leber- und Magen- 
priparate wurden in wiBriger Lésung zugesetzt, von der 2 cem die Ausbeute 
aus 10—20 g frischem Organ enthielten. In der Tab. 4 ist noch angegeben, 
wieviel Stickstoff diese Volumina enthielten. 


Tabelle 4. 





Sauerstoffverbrauch 
Purin-N sig ra 
Fraktion - eem pro 1 me Durch- 
mg RE schnittswert 
Purin-N aus Tab. 2 
































Leber. 
Gerbsiiurefiltrat f 2,85 0,970 0,340 0,171 
(29,7 mg N) \ 3,35 1,37 0,409 0,196 
Hg-Niederschlag 5,05 1,49 0,295 0,102 
(5,3 mg N) 2,07 0.59 0,285 0,246 
To Pe: 5 . 0,42 0,81 0,149 0,102 
lig Filtrat (9,8 4 ’ 

g Filtrat (9,8 mg N) J 190 2,48 0,248 0,159 
. - 2,55 )2 0.40 0.17 
Alkalische Pb-Fallung on “ . » : 
10.3 mg N) 0,22 2,94 U,595 0.260 
\Av,9 ms NN) | 3.62 1,86 0,512 0,196 


Magenschleimhaut. 


Hg-Niederschlag 5,87 3.08 0,525 0.102 
(53,6 mg N) 6,25 3,73 0,597 0.145 
PWS-Ni pettus tx 
Pa Niederschlag im | 30 1,25 0.417 — 
ger iS, tg “gal | 7,8 2,15 0,276 ().226 
schlag (2,2 mg N) 4,0 aid sa iD PAD) 
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Zusammenfassung. 


Es wird gezeigt, da8 der Sauerstoffverbrauch des Knochep. 
marks vom Gehalt an Purinbasen abhingt, die ihrerseits wiedey 
ein MaB fiir den Zellreichtum sind. Durch Alanin, den Aniinje. 
stoff und andere Substanzen in den Praparaten aus Leber und 
Magenschleimhaut und vielleicht auch durch Prolin und Tryptophan 
wird der Sauerstoffverbrauch erhéht. 
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Uber krystallisiertes Harn-Urobilin, 

sowie weiteres tiber Stercobilin und Kopromesobiliviolin.’) 
Von 

C. J. Watson. 


(Aus dem Department of Medicine, University Hospital, University of Minnesota, Minneapolis.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Juli 1933.) 


Vor einem Jahr habe ich das Stercobilin aus menschlichem 
Kot in krystallisiertem Zustand erhalten.?) Damals habe ich 
erfolglos versucht, das krystallisierte Urobilin aus dem Harn zu 
erhalten. Seitdem habe ich eine viel wirksamere Trennung des 
Stercobilins und Kopromesobiliviolins ausgearbeitet, die im experi- 
mentellen Teil beschrieben wird. Das Prinzip dieser Trennung 
ist fiir die Isolierung des Harn-Urobilins auch gut verwendbar; 
und das Harn-Urobilin ist nunmebhr in schén krystallisiertem Zu- 
stand isoliert worden. Diesen Befund habe ich am 24. Mai 1933 
in einem Vortrag in der Sitzung der ,,Society for Experimental 
Medicine and Biology“ kurz angegeben. Spiiter erwiihnen Rudert 
und Heilmeyer®), das Harn-Urobilin nach meiner fiir das Ster- 
cobilin beschriebenen Methode krystallinisch erhalten zu haben. 
Kine nihere Beschreibung ist nicht erfolgt. 

Friither hielt ich die Identitaét des Stercobilins und Urobilins 
tir unwabrscheinlich, H. Fischer und Meyer-Betz‘) hatten 
schon aus pathologischem Harn krystallisiertes Urobilinogen iso- 


liert, das mit Mesobilirubinogen — erhalten durch Natrium- 
amalgamreduktion des Bilirubins — iibereinstimmte. AuBerdem 


war kein ,gen* durch Amalgamreduktion des krystallisierten Ster- 
cobilins isolierbar.?) Ferner lieferte das Stercobilin nach der 
Salpetersiiureoxydation kein Methylathylmaleinimid.’) Diese Beob- 
achtungen stiitzten die Auffassung einer Identitit des Stercobilins 
und Urobilins nicht. Trotzdem hat meine Untersuchung ergeben, 
da Harn-Urobilin und Stercobilin mit gré&ter Wahrscheinlichkeit 
identisch sind. 

') IIL. Mitteilung; I. und II. Mitteilung vgl. folgende Anmerkung. 

*) C.J. Watson, Diese Z. 204, 57 (1932); 208, 101 (1932). 

*) Rudert u. Heilmeyer, Biochem. Z. 261, 336 (1933). 
‘) H. Fischer u. Meyer-Betz, Diese Z. 7, 232 (1911). 
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Beim Krystallisieren des Stercobilins habe ich eine begleitend: 
Substanz beschrieben, die einen Streifen bei 600 my besitzt. Wegen 
ihrer Ahnlichkeit mit dem von H. Fischer und Niemanp! 
friiher beschriebenen Mesobiliviolin wurde sie als Kopromesobjl- 
violin bezeichnet. Diese Substanz ist damals nicht krystallisiert 
erhalten worden. Ihre Liésungen besitzen Absorption bei 600 wy 
sowie 500 mu. Mit Zinkacetat erschien griine Fluorescenz un 
Absorptionsstreifen bei 633, 587 und 488 my. Diese LHigep. 
schaften fihnelten denen des Mesobiliviolins sehr. Seit diese 
Beobachtungen habe ich gefunden, da die damals untersucht 
Substanz noch Stercobilin als Verunreinigung enthielt, und newer. 
dings ist Kopromesobiliviolin in reinem, wahrscheinlich krystalli- 
siertem Zustand isoliert worden, Nach einer vollkommenen Tyren- 
nung des Stercobilins vom Kopromesobiliviolin besitzen die Lisungen 
der letztgenannten Substanz eine schéne blauviolette Farbe, deren 
Absorptionsstreifen bei 606 und 570 mu (Chlorhydrat) liegen, 
Wesentlich ist es, daB diese Substanz gar keinen ,,Urobilin’- 
Streifen mehr zeigt. Die Trennung der beiden Substanzen ist 
von der bedeutend besseren Wasserlislichkeit des Stercobilins 
baw. Urobilins (aus Ather oder Chloroform) abhiingig. Mit einem 
Umschlag nach Stahlblau zeigt die alkoholische Zinkacctat- 
lésung des reinen Kopromesobiliviolins weinrote Fluorescenz. Diese 
Lésung besitzt Absorption bei 626 und 587 mu. 

Diese Substanz habe ich nie in den zur Darstellung des 
Stercobilins verwendeten Extrakten des Kots vermibt.  [nter- 
essanterweise ist auch der gleiche Kérper im _pathologischen 
Urobilinharn, auch bei Abwesenheit yon Bilirubin, stets spektro 
skopisch mit seiner rotfluorescierenden Zinkverbindung nach- 
weisbar. 

Zum Vergleich wurde das Mesobiliviolin nach der Vorschritt 
von H. Fischer und Niemann‘) aus Mesobilirubinogen da- 
gestellt. Diese Substanz besitzt Absorptionsstreifen bei 600 und 
500 mu, wie von diesen Autoren beschrieben wurde. Seine alko- 
holischen Zinkacetatlésungen zeigten griine Fluorescenz und <Al- 
sorption bei 626, 587 und 500 mu. Dieser violette Farbstoti 
wurde nun demselben Verfahren unterworfen, wie es bei de 
neuen Trennung des Stercobilins und Mesobiliviolins aus Kot zur 
Anwendung kommt. In der Tat ist der Urobilinstreifen (500 mu 
von dem fiir das Mesobiliviolin charakteristischen, bei 60U0 mu 





5) H. Fischer u. Niemann, Diese Z. 137, 292 (1924). 
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liegenden Streifen, vollkommen trennbar. Nunmehr zeigen die 
Lisungen der letzteren Substanz Absorption nur in der Gegend 
von 600 mu; die alkoholischen Zinkacetatlisungen zeigen weinrote 
Fluorescenz sowie Absorptionsstreifen bei 626 und 587 mu. Spek- 
troskopisch ist also das aus Kot gewonnene Mesobiliviolin mit 
dem durch Eisenchloridbehandlung des Mesobilirubinogens er- 
haltenen Mesobiliviolin vollkommen identisch. Uber die Gewin- 
nung und die Eigenschaften der Priparate wird niiheres im Ver- 
suchsteil angegeben. 

In der zweiten Mitteilung’) beschrieb ich eine durch Eisen- 
chloridbehandlung bewirkte Umwandlung des damaligen Kopro- 
mesobiliviolins in Stercobilin. Eine solche Umwandlung kommt 
aber wahrscheinlich nicht vor. Das Mesobiliviolin oxydiert sich 
sehr leicht und geht durch Eisenchloridbehandlung zum gréBten 
Teil zugrunde. Wie schon erwahnt wurde, enthielt das damalige 
Kopromesobiliviolin noch Stercobilin. 

Aus den bisherigen Ausfiihrungen folgt,-daB sowohl Faeces 
wie Harn immer zwei Oxydationsprodukte, Mesobiliviolin und 
Stercobilin bzw. Urobilin enthalten; und diese Tatsache ist fiir 
die quantitative Bestimmung des Urobilins natiirlich sehr wichtig. 
Siimtliche Methoden, welche die Schlesingersche Reaktion und 
die Messung des Urobilinreaktionsstreifens beniitzen, sind unrichtig. 

Das Kopromesobiliviolin wird durch Amalgamreduktion tfarblos. 
Danach gibt die so erhaltene Lésung eine deutliche Ehrlichsche 
Reaktion, die allerdings nicht so intensiv wie beim Stercobilin 
oder Mesobilirubinogen ist. Die so erhaltene Lisung zeigt Ab- 
sorption bel 574,9—554,5, max. 564,7; und 508,2—482,5, max. 
496,4. Davon ist die Zuverlissigkeit der Bestimmungsmethoden, 
die die Ehrlichsche Reaktion verwenden, abhingig. Mit diesem 
Problem bin ich jetzt beschiftigt. Kopromesobiliviolin und 
Stercobilin liefern durch Amalgamreduktion je ein ,gen*. Das 
tir Kopromesobiliviolin ist vermutlich mit dem yon H. Fischer 
und Niemann’) schon krystallisiert erhaltenen Mesobiliviolinogen 
identisch, Wegen Substanzmangel habe ich eine Amalgamreduktion 
des Kopromesobiliviolins in gréBerem Mafstab noch nicht durch- 
getiihrt. Friiher habe ich die Leukoverbindung des krystallisierten 
Stercobilins nicht krystallisieren kénnen. Demnach ist sie mit dem 
Mesobilirubinogen nicht identisch. Ob diese durch Amalgamreduk- 
tion des Stercobilins oder Kopromesobiliviolins erhaltenen, mit 
Ehrlichs Reagens reagierenden Substanzen tiberhaupt im Kot 
oder Harn yorkommen, halte ich fiir zweifelhaft. Das hingt 
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natiirlich von der Frage der Resorbierbarkeit des Stercobilins 
und Kopromesobiliviolins im unteren Dickdarm ab. 

Stokvis§), spiter Heynsius und Campbell’) haben ers 
die blauen Oxydationsstufen des Bilirubins studiert. Die letzt- 
genannten Autoren haben Bilicyanin beschrieben. Das Vorkommen 
dieser Substanz im menschlichen Kot und Harn ist in der iilterey 
Literatur mehrmals als wahrscheinlich angenommen worden.‘)*) 
Nun aber ist Bilicyanin — ich habe diese Substanz nach der 
Vorschrift von Heynsius und Campbell dargestellt — weder 
mit dem aus Kot erhaltenen, noch mit dem in vitro dargestellten 
Mesobiliviolin identisch. Neuerdings haben H. Fischer und 
EK. Adler’) die Oxydationsstufen des Bilirubins sowie Meso- 
bilirubins eingehend studiert. Es wurde gefunden, daB die blaue 
Phase des Mesobilirubins rote Fluorescenz mit Zinkacetat zeigt. 
Spektroskopisch war diese Lésung mit Zinkacetatlésung des Meso- 
biliviolins identisch. Es ist wahrscheinlich, daB das Kopromeso- 
biliviolin zum Teil aus dem Mesobilirubin stammt oder sich aus 
ihm bildet. Die folgende Beobachtung stiitzt diese Auffassung: 
Aus den Kotextrakten, die unten beschrieben sind, geht das 
Mesobiliviolin in Ather und kann daraus in 1°/,ige Salzsiiure 
genommen werden. Gelegentlich habe ich bei dieser Fraktio- 
nierung beobachtet, daB der Restiither nach Auszug des Meso- 
biliviolins griin blieb. Mit einem schénen Umschlag nach Violett 
ging dieser Farbstoff glatt in 10°/,ige Salzsiiure. Spektroskopisch 
war diese Loésung mit der vorhergenannten 1°/,igen Salzsiiure- 
lésung des Mesobiliviolins vollkommen identisch und nunmebr 
— nach Zuriicktreiben in Ather — ging die violette Substanz 
in 1°/,ige Salzsiure. Es sieht also so aus, als ob ein ,,Meso- 
biliverdin“ durch weitere Oxydation in Mesobiliviolin iibergegangen 
wiire. Gelegentlich kommt neben dem Kopromesobiliviolin sowie 
dem in vitro aus Mesobilirubinogen erhaltenen Mesobiliviolin noch 
ein anderer Farbstoff vor, der ihm spektroskopisch ihnlich ist. 
aber einen Streifen weit im Rot sowie eine intensiver  blaue 
Farbe besitzt. Diese blaue Substanz entspricht vielmehr der 
blauen Oxydationsstufe des Mesobilirubins, wie sie yon H. Fische? 


8) Stokvis 1870, v. Heynsius u. Campbell zit. 

’) Pfliigers Arch. 4, 520 (1871). 

8) F. v. Mueller, Virch. Arch. 131, Beibl. S. 106 (1898). 
*) Huppert, Analyse des Harns, Wiesbaden 1898. 

10) Diese Z. 206, 187 (1932). 
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und E. Adler beschrieben wurde. Doch ist die Zinkverbindung 
spektroskopisch nicht identisch. 


DaB das Urobilin auch z. T. vom Mesobilirubin stammt, wie 
dies H. Fischer und E. Adler als méglich angenommen haben, 
konnte noch nicht festgestellt werden, doch habe ich kiirzlich 
krystallisiertes Urobilin aus Mesobilirubinogen in vitro erhalten, 
nur ist die Ausbeute jetzt zu klein, um eine eingehende Unter- 
suchung zu erlauben. Die Krystalle scheiden sich in derselben 
Weise wie die des Stercobilins und Harn-Urobilins aus Chloroform 
ab. Mit dieser Isolierung beschiiftige ich mich jetzt weiter. Eine 
nahe Verwandtschaft des Stercobilins und Kopromesobiliviolins 
wird durch die sehr ‘&hnlichen Eigenschaften ihrer Kupferver- 
bindungen, die spiter beschrieben werden, nahegelegt. Durch 
gelinde Oxydation des Kopromesobiliviolins erscheint ein ,,Uro- 
bilin*-Streifen (500 mu). Dieser ist aber gar nicht bestindig, wie 
dies beim Stercobilin der Fall ist, und sollte deshalb nicht als 
Zeichen einer Stercobilinbildung gedeutet werden. 


Versuche. 


1, Isolierung des krystallisierten Harn-Urobilins. Ktwa 5 Liter 
urobilinreicher Harn, der von einer an Stauungsleber leidenden 
Patientin erhalten wurde, wurden mit Eisessig stark angesiiuert 
und mit Chloroform wiederholt extrahiert. Die Emulsion wurde 
mit Talkum geschiittelt und in eine Saugflasche filtriert, wobei eine 
vollkommene Trennung erfolgte. Die Chloroformlésung wurde filtriert 
und wiederholt mit Wasser extrahiert. Das Urobilin geht nur 
langsam und unyollkommen ins Wasser. Die wiBrige Lisung 
wurde filtriert und mit 25°/,iger Salzsiure ziemlich stark an- 
gesiuert (bis 3—5°/,). Dann wurde diese Lésung mit Chloroform 
wiederholt extrahiert, wobei das Urobilinchlorhydrat zum gréBten 
Teil in das Chloroform zuriickgeht. Aus dem Chloroform wurde 
das Urobilin mit 25°/,iger Salzsdure fast vollkommen ausgezogen. 
Diese Liésung wurde bis zu 8°/, mit Wasser verdiinnt und mit 
Chloroform wiederholt extrahiert. Die Chloroformlésung wurde 
iltriert und mit Natriumsulfat oberflachlich getrocknet. Sie wurde 
nochmals filtriert und im Vakuum auf dem warmen Wasserbad 
bis zu einem sehr kleinen Volumen eingedampft. Dieser Sirup 
wurde in eine vyerhiltnismaBig sehr grofe Menge Petrolather ein- 
gegossen. Nach einigen Minuten wurde der gelbe Niederschlag 
abfiltriert und wieder in wenig Chloroform gelést. Nach dem Ein- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXI. 1] 
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dampfen und Abkihlen dieser Lésung fand eine reichliche Krystal]. 
sation von schénen gelben Prismen statt. Die Substanz wurde 
aus heiBem Chloroform umkrystallisiert, die Ausbeute betrug 15 me. 
Aus etwa 8 Liter weniger urobilinreichem Harn betrug die Ay. 
beute an gut krystallisiertem Urobilinchlorhydrat 6 mg. 

Die Elementaranalyse hatte folgendes Ergebnis. 


2,353 mg Subst.: 5,19 mg COQ,, 1,64 mg H,O. — 1,966 mg Subst,: 
4,32 mg CO,, 1,34 mg H,O. 


C;3H,,N,0,Cl Ber. C 60,8 H 6,7 
Gef. ,, 60,15, 59,93 ,, 7,80, 7,63. 


Aus dem Chlorhydrat wurde in bereits beschriebener Weis: 
die freie Substanz gewonnen, die bei der Analyse folgendes 
Ergebnis hatte: 


2,470 mg Subst. nahmen beim Trocknen im Hochvakuum bei gewiélin- 
licher Temperatur 0,110 mg ab und ergaben danach 0,212 cem N bei 24 
und 722 mm Druck. 

Ber. N 8,97 Gef. N 9,81. 


Herr Privatdozent Dr. F. R. Hegemann, Assistent am Mine- 
ralogisch-Geologischen Institut der ‘lechnischen Hochschule in 
Miinchen, hatte die Freundlichkeit, Stercobilin- und Urobilinchiloy- 
hydrat vergleichend krystallographisch zu untersuchen. Ich danke 
ihm auch an dieser Stelle fiir seine Bemiihungen. Herr Dr. Hege- 
mann fand folgendes: 


Die Krystalle von beiden Substanzen sind prismatisch ausgebildet. 
Im Mikroskop zeigen beide Krystallarten in jedem prismatischen Querschnitt 
gerade Auslischung. 
Die Prismenzone besteht bei beiden Krystallarten aus folgender Kom- 
bination: 
{100}, {110} und {010}. 


Von drei gemessenen Stercobilinchlorhydrat-Krystallen war bei einem 
Krystall die Form {100} nicht vorhanden. Die Endflichen sind zu klein, 
um bestimmt werden zu kénnen. Vermutlich bestehen sie bei beiden Ver- 
bindungen aus einem Horizontalprisma und Basis. Die Krystalle von beiden 
Stoffen sind wahrscheinlich rhombisch. Bei beiden Krystallarten betrigt 
der Winkel zwischen {100} und {110! angeniihert 35°. 

Wihrend sich die Stercobilinchlorhydrat-Krystalle leicht in der 
Prismenzone messen liefen, zeigte die Prismenzone bei den Urobilinchlor- 
hydrat-Krystallen in ihren entsprechenden Flichenwinkeln manchmal Ab- 
weichungen bis zu mehreren Graden. Es wurden deshalb 7 Krystalle 
gemessen. Dabei ergab sich, daf der durchschnittliche Wert fiir den 
Winkel zwischen {100} und {110} ebenfalls um 35° liegt. Doch sei erwilnt 
daB hier einige Male auch der Wert 37° auftrat. 
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Ergebnis. Auf Grund der krystallographischen Ubereinstimmung 
yon Stereobilin- und Urobilinchlorhydrat sind diese Verbindungen als 
krystallographisch nahe verwandt, bzw. als identisch anzusehen. 

Der Schmelzpunkt des Urobilinchlorhydrats ist ebenso un- 
scharf wie der des Stercobilins; tiber 120° zersetzt sich die Sub- 
stanz vollkommen. 

2. Trennung des Kopromesobiliviolins und Stercobilins. W echselnde 
Mengen Faeces von an_ verschiedenen Krankheiten leidenden 
Patienten wurden in der folgenden Weise aufgearbeitet: 

a) Eisessig-iitherische Extraktion, wie sie in der Mitteilung I.? 
heschrieben wurde. 

b) Abdestillieren des Athers im Vakuum. 

c) EingieBen der zuriickbleibenden essigsauren Lésung in das 
‘fache Volumen 1°/,ige Salzsiiure (Entfernung der Hauptmasse 
der Fettsiuren sowie des Koprosterins). 

d) Wiederholte Atherextraktion nach Abstumpfen des Salz- 
siurefiltrats mit Natriumacetat bis tiber Kongoneutralitaét hinaus. 
Die Hauptmenge des Mesobiliviolins, auch die Porphyrine, aber 
verhiltnismiBig wenig Stercobilin gehen in den Ather. 

e) Wiederholtes Waschen des Athers mit Wasser, bis das letzte 
Waschwasser keine Urobilinabsorption (bei 500 mu) mehr zeigt. 
Weiter wird das Kopromesobiliviolin tolgender Fraktionierung 


unterworfen: 1°/,ige Salzsiiure — Chloroform — Soda — mit 
Kisessig ansiuern — Chloroform. Die letzte Chloroformlésung 


wird im Vakuum bis zu einem kleinen Volumen eingedampit. 
Diese zuriickbleibende Lésung wird in viel Petrolither eingegossen, 
vobe1 das Kopromesobiliviolin quantitativ ausflockt. Die Aus- 
‘illung wird nochmals durchgefiihrt. Die so erhaltene Substanz 
ist in Chloroform, Alkohol und Eisessig spielend léslich, in Essig- 
ester miBig léslich, in Ather wenig léslich, in Benzin oder Iso- 
Propylither schwer léslich. Sie besitzt einen angenehmen, eigen- 
artigen, dem des Pyrrol etwas ihnlichen Geruch. Nach dem Ein- 
dampfen einer iitherischen Lésung scheidet sich die Substanz in 
sehr kleinen Stibchen aus. Herr Prof. Sandell hatte die 
Liebenswiirdigkeit, dieses Material zu untersuchen. Wegen der 
Kleinheit und sehr intensiven Farbe der Stibchen hat er mit 
polarisiertem Licht nichts feststellen kénnen. Nach dem mikro- 
skopischen Aussehen des Farbstoffes hielt er ihn fiir wahrschein- 
lich krystallisiert. Die freie Substanz besitzt nur einen breiten 
Absorptionsstreifen zwischen 587—570 mu (Max. bei 582 my). 


ii* 
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Das Chlorhydrat dagegen zeigt zwei nebeneinanderliegende Streifen, 


In 25°/,iger salzsaurer Liésung: 
I. 606—589; «II. 582—542. 


S eeanetiicmmenentl 


— aw 
600 562 
Reihenfolge der Intensitiét: I, II. 


In Chloroformlésung werden diese 2 Streifen etwas schiirfer 


getrennt: 
I. 620—600; II. 585—570. 
———_ SE ee 
608 578 


Reihenfolge der Intensitit: I, IT. 


Die alkoholische Zinkacetatlisung zeigt folgende Absorption: 


I. 630—623; If. 590—575. 
Nemo Nc 
626 585 


Reihenfolge der Intensitit: I, II. 


Die Zinkverbindung ist nicht stabil. Aus der alkoholischen 
Lésung bei Zusatz von Wasser und Chloroform geht sie ins 
Chloroform. Sie zerfillt durch wiederholtes Waschen mit Wasser. 
Fiigt man heiBem Isopropylither eine heiBe Chloroformlésung 
des Kopromesobiliviolins zu, so scheidet sich die Substanz in 
kleinen Stabchen und Kugeln aus. Die Substanz sintert bei 170 
bis 180°, zersetzt sich bei 240—250° unter Gasentwicklung, ohne 
zu schmelzen. 


Kine vergleichende Untersuchung des 8. Mesobiliviolins aus 
Mesobilirubinogen. 0,39 g Bilirubin (von Herrn Geheimrat H. Fischer 
in freundlicher Weise iibersandt) wurden mit 3g Natriumamalgam 
(4°/,), 10 com Natronlauge (0,1 n) und 5 ccm Wasser 1 Stunde lang 
geschiittelt. Daraus wurde das Mesobilirubinogen in der iiblichen 
Weise (H. Fischer) aus Petroliither erhalten. 100 mg dieses 
»gens* wurden in 5 ccm 25°/,iger Salzsiiure gelést; 0,5 g Ferm- 
trichlorid in 3 ccm 25°/,iger Salzsiiure wurden zugefiigt. Nach 
Verdiinnen mit 15 ccm Wasser wurde die Lésung nach der Vor- 
schrift von H, Fischer und Niemann ?/, Stunde lang auf dem 
siedenden Wasserbad erhitzt. Das ausflockende Kisensalz geht 
zum groften Teil wieder in Lisung. Die Liésung wird heil 
filtriert und iiber Nacht stehen gelassen. Es erfolgte eine geringe 
Ausscheidung von schwarzen Kugeln und Ketten. Diese wurde 
zum groften Teil in Chloroform gelist. Das Filtrat wurde mit 
Chloroform ausgezogen und die Chloroformlésungen wurden vel- 
einigt. Diese Lisung zeigte folgende Absorption: 


Ce 
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I. 615—600: If. 580—550; III. 519—440. 
—$ ——_ a 


607,5 566 462 
Reihenfolge der Intensitiét: II, II, I. 


Sie hatte violette Farbe, zeigte aber griine Fluorescenz mit 
alkoholischem Zinkacetat. Der Farbstoff wurde in verdiinnte 
Sodalésung getrieben. Die Sodalésung wurde mit Hisessig stark 
angesiiuert und mit Ather wiederholt extrahiert. Diese Lésung 
besaB eine schéne blauviolette Farbe mit folgender Absorption: 

I. 606—586; ~—«II. 570 —540. 


—_ ee —_ so 
600 560 


Reihenfolge der Intensitit: I, II. 

Mit alkoholischem Zinkacetat erfolgte Umschlag nach Hell- 
blau sowie weinrote Fluorescenz mit Absorptionsstreifen bei I, 
max. 626 und IL. max. 583 mu (I, I). Die Substanz wurde weiter 
gereinigt, wie fiir das Kopromesobiliviolin schon angegeben wurde. 
Sie scheidet sich (als freie Substanz) in der gleichen Weise aus 
Ather ab, wie aus Chloroform-Isopropylither “beim Wegdampfen 
des Chloroforms. Nur neigt diese Substanz dazu, sich mehr 
kugelig und weniger als Stibchen auszuscheiden. Die so er- 
haltene Substanz sintert bei 135°, zersetzt sich bei 230° Die 
Substanz ist durch methylalkoholische Salzsiure quantitativ ver- 
esterbar. Das Esterchlorhydrat zeigt rote Fluorescenz ohne weitere 
Behandlung. Weder das Esterchlorhydrat noch den Ester der 
freien Substanz habe ich krystallisiert erhalten kénnen. 

4. Spektroskopische Eigenschaften des blauen Farbstoffes, der 
gelegentlich das Kopromesoviolin aus Kot und das Mesobiliviolin 
aus Mesobilirubinogen begleitet. 

Dieser Farbstoff besitzt eine schéne blaue Farbe ohne violette 
Komponente. Wie vorher erwiihnt wurde, ahnelt diese Substanz 
spektroskopisch der von H. Fischer und Adler beschriebenen 
blauen Oxydationsstufe des Mesobilirubins, nur sind die Zink- 
verbindungen spektroskopisch etwas verschieden. Die Absorptions- 
streifen der blauen Substanz aus Kot sind die folgenden: 

I. 681; IL 649; III. 608; ‘IV. 570. 

Reihenfolge der Intensitit: III, I, Il, IV. 

Mit alkoholischem Zinkacetat erschien ein Umschlag nach 
Griinblau mit schéner roter Fluorescenz. Diese Lésung zeigte 


Absorption bei 


I. 662; Il. 626; II. 583. 
Reihenfolge der Intensitat: II, I, III. 
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Die Absorption der Zinkverbindung des im obigen Versuch 
aus Mesobilirubinogen erhaltenen blauen Farbstoffes war yoll- 
kommen identisch. 

5. Krystallisiertes Urobilin durch Oxydation des Mesobilirubinogens 
in vitro. Bei der oben beschriebenen Kisenchloridbehandlung des 
Mesobilirubinogens wurde auch auf das Urobilin geachtet. Die 
Chloroformlésung, die auch Mesobiliviolin enthialt, wurde mi: 
Sodalésung geschiittelt. Die Sodalésung wurde mit Hisessig stark 
angesiiuert und wiederholt mit Ather extrahiert. Das Urobili 
blieb meistens im Wasser, das Mesobiliviolin ging in den Ather, 
Die wiBrige Lésung wurde mit 25°/, iger Salzsiiure ziemlich stark 
angesiuert und mit Chloroform extrahiert. Das Chloroform wurd 
mit 25°/, iger Salzsiure wiederholt extrahiert. Diese Lésung wurde 
mit Wasser bis auf etwa 8°/, Salzsiiure verdiinnt und mit Chloro- 
form extrahiert. Die Chloroformlésung wurde filtriert und 
Natriumsulfat oberflichlich getrocknet. Nach dem Filtrieren wuri 
die Lésung auf ein kleines Volumen im Vakuum eingedampit. 
Dieser Sirup wurde in viel Petroliither eingegossen, wobei das 
Urobilin quantitativ ausgefallt wurde. Diese Ausfillung wurd 
wiederholt. Endlich wurde die Substanz in Chloroform  gelis¢. 
Die Lésung wurde mit einer fast unsichtbaren Spur des krystalli- 
sierten Stercobilins geimpft. Beim Stehen iiber Nacht fand ein 
kleine Krystallisation vom Habitus des Stercobilins bzw. Urobilins 
statt. Zur Zeit beschiftige ich mich damit, diese Methoden iv 
gréBerem MaBstab durchzufiihren. 

6. Spektroskopische Eigenschaften des Bilicyanins, das nach de: 
Vorschrift von Heynsius und Campbell dargestellt wurde. 

50 mg Bilirubin wurden in einem Scheidetrichter mit 100 cc 
Chloroform gut durchgeschiittelt. Durch wiederholtes Zutiigen vo 
2—3 ccm Bromwasser und Ansiiuern mit Salzsiiure wurde es 
méglich, die verschiedenen Oxydationsstufen spektroskopisch 2" 
untersuchen. (Fir jede Untersuchung wurde die Chlorotorm- 
lésung abgetrennt und mit Wasser wiederholt gewaschen.) De! 
erste blaue Streifen hatte folgende Absorption: 

687 mu und breite Absorption 583—542 mu. Mit alkoholischem Zink 
acetat. 











I. 638—613; Il. 600—575. 
seers enema ——_ 
626 587 


Rote Fluorescenz, Umschlag nach Griia. Nach weiterer Zu- 
gabe von Bromwasser wurde die Chloroformlésung graurot un 
etwas triib. Die Lisung wurde nun mit Sodalisung extrahier™. 








(ber krystallisiertes Harnurobilin, sowie weiteres iiber Stercobilin usw, 155 





Die Sodalésung wurde mit Eisessig stark angesiiuert und mit 
Ather wiederholt extrahiert. Der Ather hatte eine rote Farbe 
mit einem Stich ins Violette. Er wurde mit 1°/,iger Salzsiiure 
extrahiert; diese Lisung zeigte eine schiéne tiefblaue Farbe und 
Absorption bei max. 603 my. Mit alkoholischem Zinkacetat trat 
rote Fluorescenz nicht auf. Die salzsaure Liésung wurde mit 
Chloroform ausgezogen. Hierbei wurde die Lisung etwas mehr 
violett. Die Absorption war nunmehr bei I, 554 max.; I. 498 mu max. 
Mit Zinkacetat erfolgte Umschlag nach Griin mit Absorptions- 
streifen bei I. 632, IL 586 mu (1, ID, auch mit roter Fluorescenz. 

Ks ist also klar, daB die blauen und violetten Oxydations- 
stufen des Bilirubins dem Mesobiliviolin spektroskopisch iihnlich, 
aber nicht mit ihm identisch sind. Die rote Fluorescenz mu 
nur als Gruppenreaktion angesehen werden. 

7. Kupfersalze des Stercobilins und Kopromesobiliviolins. Diese 
wurden nur in kleineren Mengen zum spektroskopischen Vergleich 
in Lésung bereitet. 

Beim Hinzufiigen von alkoholischem Kupferacetat zu einer 
Chloroformlésung des Kopromesobiliviolins erfolgte ein Umschlag 
nach Blau mit folgender Absorption: 

I. 625 max.; IT. 582 max. 

Reihenfolge der Intensitét: 1, I. 

Mit Ausnahme der roten Fluorescenz, die nicht vorkam, ist 
dieser Beftund dem der Zinkverbindung sehr ahnlich. 

Nach dem Erhitzen erfolgte ein Umschlag nach Violett mit 
Absorptionsstreifen bei: 

I. 629 max.; Il. 587 max.; III. 510 max. 

feihenfolge der Intensitit: I, UI, II. 

Nun hat die Kupferverbindung des krystallisierten Stercobilins 
Absorptionsstreifen, die mit den letzten fast identisch sind, jedoch 
beim Hinzufiigen der Kupferacetatlésung nicht sofort erscheinen, 
sondern erst nach einigen Stunden. Die Lisung wird erst etwas 
rétlich mit breiter Absorption 5835—450 mu. Uber Nacht wurde sie 
violett mit Absorptionsstreifen I. 630; II. 592; III. 502 my. Die 
Streifen I und II sind allerdings nicht so intensiv wie das bei 
Kopromesobiliviolin der Fall ist. 


Fiir seine liebenswiirdigen Ratschlige méchte ich an dieser 
Stelle Herrn Geheimrat H. Fischer herzlich danken. 
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Uber Protamine einiger Fischarten. 
Von 


M. A. Lissitzin und N. 8. Alexandrowskaja. 





(Aus dem Laboratorium fiir EiweiGforschung an der Lenin-Akademie 
fiir landwirtschaftliche Wissenschaft, Moskau). 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. August 1933.) 


I. Darstellung und Eigenschaften. 


Um Verbindungen der Protamine mit héheren Eiweifen (ve), 


Teil I, S. 159.) zu untersuchen, stellten wir Protamine aus 


Testikeln von Luciaperca sandra und Huso huso oder Acipenser 


huso dar. Diese beiden Protamine sind in der Literatur nicht 
beschrieben, doch sind die Protamine anderer Pericidae- und 
Acipenseridae-Arten bekannt. Vergleichend physiologisch lohnt 
es, die neu erhaltenen Daten den bisher bekannten gegeniiber- 
zustellen. Die von uns erhaltenen Protamine zeigen die fiir diese 
Familien eigentiimlichen Charaktermerkmale; sie bleiben auch 
bei weit entfernten Mitgliedern [dieser Familie] erhalten. A.Kossel' 
hat dies von den Salmoniden behauptet, wihrend bei den Scon- 
briden scharfe Unterschiede zwischen den Protaminen von Scomber 
scomber (tyrosinfrei) und Thynnus thynnus (tyrosinhaltig) bekaunt 
sind. Das von uns aus Sander erhaltene Percin ihnelt den beiden 
aus Nordamerika stammenden und von A. Kossel und §. Edl- 
bacher’) beschriebenen Percinen aus Perca flavescens und 
Stizostedion vitreum. Das Acipenserin des Hausen ihnelt dem 
Sturin aus dem deutschen Stér. Die Unsicherheit iiber die Ein- 
heitlichkeit der Priparate, die nur relative Genauigkeit der Be- 
stimmungsmethoden der Bausteine, wie auch die Unkenntnis iiber 
die innere Struktur der Protamine lassen die Frage ihrer vollen 
Identitait als vorzeitig gestellt erscheinen. 

Sicher ist nur, daB alle bekannten Percine kein Lysin ent- 
halten, Histidin und Arginin jedoch in ungefahr gleichen Mengen: 
die qualitative Zusammensetzung der Monoaminosiuren ist auch 
gleich — in allen Fallen wurden zwei Aminosduren — Prolin 
und Valin — gefunden. Fiir Acipenserin charakteristisch ist nur 
die Anwesenheit von drei Hexonbasen, wihrend der quantitative 
Inhalt jeder von ihnen und auch anderen Konstanten, darunter 
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das Drehungsvermégen, in einzelnen Fillen verschieden sind, was 
mindestens fiir einen verschiedenen Reinheitsgrad der untersuchten 
Priparate spricht. 


Das Untersuchungsmaterial erhielten wir aus Kertsch am Asow’schen 
Meere. Die reifen Sandertestikel wurden am Ort verarbeitet, die reifen 
Hausentestikel in Spiritus in hermetisch verschlossenen GefaiBen nach Mos- 
kau gebracht. Der Direktion der Konservenfabrik in Kertsch und ins- 
besondere dem Produktionsleiter Herrn P. D. Sudakow sprechen wir an 
dieser Stelle unseren Dank fiir seine Unterstiitzung bei der Material- 


sammlung aus. 

Die Protamine wurden genau nach A. Kossel*) gewonnen und ge- 
reinigt. So erhielten wir die Protaminsulfate als ein schneeweiBes Pulver. 

Percin aus Luciperca sandra. Das Protaminsulfat ist in 
warmem Wasser gut léslich, bei Abkiihlung in nicht stark ver- 
dimnten Lisungen scheidet es als Ol aus. Die wiBrige Lisung 
ist schwach sauer. 

Die Farbreaktionen auf Arginin und Imidazol, wie auch die 
Biuretprobe sind positiv, andere fehlen; der Schwefelsiuregehalt 
betrigt 20,7°/, des Trockengewichtes. Die optische Drehung der 
1°/,igen wiBrigen Lésung [«]i° = — 67,4°, der Brechungsindex 
der gleichen Lésung = 1,3348. 

Nach Entfernung der Schwefelsiure durch Baryt und Ab- 
dampfung des Filtrats bei 35° erhielten wir freies Protamin, das 
nach Zerreibung im Moérser und Trocknen im Vakuum-Trocken- 
apparat tiber P,O, ein hygroskopisches, schwach gelblich gefarbtes 
Pulver ist. Im Wasser ist es léslicher als Sulfat und durch Alkohol 
setzt es sich schwerer ab. Die wiBrige Lésung ist stark alkalisch 
(die Ba-Probe ist negativ). Das so erhaltene Priparat an freiem 
Protamin ist offenbar nicht ganz rein: bei direkter Titrierung mit 
n/l10-HCl kommen 41 ccm Siéure auf 1 g gegen Methylrot oder 
Methylorange; geht man von der Schwefelsiuremenge im Sulfat 
aus, so wird die Titrierungszahl gréBer sein. Die 1°/,ige waBrige 
Lisung des freien Protamins zeigt eine Drehung [a], = — 55 und 
een Brechungsindex = 1,3350. Mit zunehmender Konzentration 
des Protamins bis auf 10°/, steigt der Brechungsindex in gerad- 
liniger Folge um 0,0015, — 0,0016°/,. 

Acipenserin aus Hausen. Das Protaminsulfat ist sehr 
leicht in Wasser léslich und scheidet sich aus einer 10°/,igen 
Lisung nicht als Ol aus. Durch Alkohol fallt es aus seiner wib- 
rigen Lésung nicht in Flocken, sondern als dickes Ol (charakte- 
ristisch, schon von Malenjuk*) bemerkt). Nur nach Waschen des 
Priparats mit starkem Alkohol und Ather erhiilt man es als feines 
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Pulver. Die wiBrige Lésung ist schwach sauer. Die Farbreaktioney 
auf Arginin und Histidin, wie auch die Biuretprobe sind _positiy, 
Der Schwefelsiuregehalt betriigt 22,8°/,, die spezifische Drehung 
bei einer 1°/,igen waBrigen Liésung ist — 45°, der Brechungs. 
index = 1,3350. Bei zunehmender Konzentration des Protamins 
erhéht sich der Brechungsindex auf 0,0015—0,0016 je Prozent, 

In der folgenden Tabelle bringen wir Angaben beziiglich der 
chemischen Zusammensetzung des Percins und Acipenserins, iy 
Klammern findet man die Angaben fiir Percin und Acipenseri: 
anderen Ursprungs unter Angabe der Autoren. 


Der Gesamtstickstoff wurde nach Kjeldahl bestimmt, der Aminstick. 
stoff nach van Slyke, wobei bei Percin gleiche GréBen bei einer Versuchs. 
dauer von 10 Minuten und bei 1 Stunde erhalten wurden. Bei Acipenserin 
dauerte der Versuch 1 Stunde. Das Arginin wurde in der mit HCl und 
H,SO, zerlegten Silberfillung nach der Menge des beim Kochen mit starker 
Natronlauge abgespaltenen Ammoniaks bestimmt, iibereinstimmende Resultate 
gab die colorimetrische Bestimmung nach Sakaguchi.) Das Histidin 
wurde colorimetrisch nach Hanke und Késsler®) bestimmt, der Lysin- 
stickstoff wurde im Niederschlag von Phosphorwolframat bestimmt. 

Aus dem monoaminosiurehaltigen Filtrat aus dem Hydrolysat des 
Percins wurden Kupfersalze gewonnen, aus denen freie Aminosiiuren ab- 
gesondert wurden. Den gréBeren Teil bildet das Prolin (das Kupfersalz 
und die freie Aminosiiure sind im Alkohol léslich, das Hydantoin F' bei 
143°, Pikrat F bei 135°; Fichtenspanreaktion), den kleineren Teil bildet 
eine in Methylalkohol lésliche Aminosiiure. Zn-Salz nicht in Wasser léslich. 
Genauer nicht identifiziert (Valin’). 
































Gesamt-N ; °/, vom Gesamt-N 
ais ———— Amino-N |—— enseepedaiaiabdacaiaadaaes 
Protamin in | freies */o Vom | Arginin- | Histidin- | on a re 
- 1G t-N . “ ysin-1 amino: 
Sulfat | Protamin | esamt-+ N | N aiure-N 
Percin. . . 22,3 | 28,1 ber. 2 76,7 7,6 0 
27,8 gef. | 
a. 4 ta | 76,3 cS y 
Nach A. Kossel und S. Edlbacher’”) ee “ es 
si io at, 
Acipenserin 22,46 | 29,1 ber. 8,5 786 | 132 (| 7! | 
(Sturin) | (8,6)7) (72,7)°) | (11,8) | (8,4)") 
(6,3; 6,9)§) | (67,4)") | (10,1)") | (9,06)*°) 
(7,929) | (63,5)!) | (10,1)*) | (7,5)*) 
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1. ,Formolstickstoff“ von S. Edlbacher bestimmt — nach Kossels ,,Prot- 
amine“ 8. 56. 

3, Formoltitrierbarer Stickstoff nach Kossel u. Gawrilow, ebenda S. 52; 
gegeniiber der salpetrigen Siure, Kossel u. Cameron, ebenda. 

9, K. Felix u. A. Lang, Diese Z. 188, 96 (1930). 

10. A. Kossel u. F. Kutscher, Diese Z. 51, 165 (1900). 

11. A. Kossel u. F. Weiss, Diese Z. 78, 402 (1912). 


ll. Uber die Verbindungen der Protamine mit anderen Eiweifkorpern. 


[. Seitdem vor 40 Jahren A. Kossel?) die Beobachtung ge- 
macht hat, da& die Protamine sich mit héheren EiweifSkérpern 
verbinden, indem sie letztere aus deren Lésungen fillen, wurden 
mehrmals Versuche gemacht, diese Verbindungen niiher zu unter- 
suchen, insbesondere um die Mengenverhiiltnisse festzustellen, 
unter denen die Verbindungen der Protamine mit anderen Prote- 
inen stattfinden. Solche Versuche wurden z. B. von A. Hunter?) 
unter der Leitung von A. Kossel und von B. Ugglas*) unter 
der Leitung von J. Bang durchgefiihrt. Beide Vertasser benutzten 
Clupein als Protamin, als héhere EiweiBkérper aber verschiedene 
Proteine, unter denen wir in beiden Fallen Casein vorfinden. 


Die von diesen Verfassern erhaltenen Ergebnisse unterscheiden sich 
aber stark voneinander: wihrend nach Hunter 1 g Clupein etwa 2,5 ¢ 
Casein bindet, findet Ugglas 15,7 g Casein. Diesen groBen Unterschied 
in den Ergebnissen kann man wohl vor allem durch die Verschiedenheit 
der in beiden Fallen bei der Bestimmung der reagierenden Komponenten 
angewandten Methoden erkliren. A. Hunter bestimmt das Quantum des 
mit Casein in Verbindung tretenden Clupeins, indem er die Verbindung durch 
dauernde Hydrolyse in einer Pepsin-HCl-Lésung zersetzte und dann Clupein 
aus einer alkalischen Lésung mit Na-Pikrat fillte; Ugglas dagegen be- 
stimmte Phosphor in Casein und in Clupein-Caseinverbindungen, woher er 
den Caseingehalt der Verbindung berechnete. Einen wesentlichen Einflub 
auf die Ergebnisse konnten auch die Bedingungen der Darstellung der 
Protamincaseinverbindungen gehabt haben, insbesondere die Reaktion des 
Mediums, die in den erwihnten Arbeiten nicht hinreichend genug beriick- 
sichtigt wurde. Das alles fiihrte dazu, da8 die erhaltenen Ergebnisse gar 
keinen Hinweis auf das Vorhandensein einer GesetzmiBigkeit gaben, die 
den Charakter der betrachteten Verbindungen bestimmen kénnte, was doch 
eigentlich die Hauptaufgabe der Untersuchungen war; wenig bekannt blieb 
bis jetzt auch das physikalisch-chemische Verhalten derartiger Verbindungen. 
Ebensowenig aufklirende Resultate ergaben sich bei den von Malen- 
greau‘), Ugglas (a.a.0.) u.a. gefiihrten Forschungen iiber die Histon- 
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verbindungen mit anderen Proteinen. Diese letzteren Verbindungen unte;. 
scheiden sich grundsitzlich nicht von den Verbindungen der Eiwei8kérpe; 
mit Protaminen, indem sie bloB einen einzelnen und um so kompliziertere; 
Fall bilden. Deshalb wollen wir sie zunichst nicht niher betrachten uni 
nur bemerken, da8 die Histone sich in dieser Beziehung derselben Gesetz. 
miBigkeit unterordnen miissen, wie sie von uns fiir die Protamine gefunden 
worden ist. 

Nachdem einer von uns (M. L.)*) die Bedingungen fiir die 
Verbindungen der Proteine mit verschiedenen organischen Basey 
erforscht und den stéchiometrischen Charakter der dabei statt- 
findenden Reaktion festgestellt hatte, hielten wir es fiir wabhr. 
scheinlich, daB auch in dem gegebenen Falle das Protamin mit 
héheren Proteinen als Folge des Siurebindungsvermiégens des einen 
und Basenbindungsvermégens des anderen in Verbindung treten 
werde. Dabei erscheint als giinstigstes Objekt Casein, da sein 
Basenbindungsvermégen besser erforscht ist und durch direktes 
Titrieren leicht bestimmt werden kann. Fiir unser Priparat — es war 
Casein nach Hammarsten (Kahlbaum)*) — ist das Aquivalent- 
gewicht = 1227; wir betrachten es als ,,scheinbares“ Adquivalent- 
gewicht, praktisch aber verbindet sich Casein mit Basen bei giin- 
stigen Bedingungen gerade entsprechend dieser GroBe. 

Die Protamine, die wir anwandten, waren das im vorher- 
gehenden Abschnitt (8.156) beschriebene Percin und Acipenserin. 
Das Saurebindungsvermégen des freien Percins bestimmten wir 
durch Titrieren mit n/10-HCl gegen Methylorange, wobei wir fandey, 
da8 zur Neutralisierung von 1 g Percin 41 ccm Siure verwendet wird, 
woraus das ,scheinbare* Aquivalentgewicht als gleich 244 berech- 
net wird. Schon ein einfacher Vergleich der Aquivalentgewichte 
von Percin und Casein zeigt, daB sie sich im Verhiltnis 1:5 ver- 
binden miissen, was tatsiichlich durch den Versuch bewiesen wird. 


Ausfiihrung der Versuche. a) 0,5 g mit einigen Tropfen Alkoho! 
angefeuchteten Caseins werden in heiBem Wasser verteilt und eine wibrige 
Lésung des freien Percins unter fortwihrendem Umrihren mit einem Glas- 
stibcl en tropfenweise zugesetzt; die Farbenveriinderung des Indicators zeigt, 
daB die Reaktion beendet ist, sobald die Percinlésung in einem Quantum 
zugesetzt ist, das 0,1 g freier Base entspricht; als Indicator dient Brom- 
thymolblau oder Lackmus; die gleichen Resultate wurden auch mit Phenol: 
phthalein erzielt, weil die Pufferwirkung der Proteine fehlt, da Protamin- 
Caseinat sich im Niederschlag befindet, der praktisch wasserunldslich ist, 
Percin dagegen ist eine geniigend starke Base, so daB schon ein einziger 
iiberschiissiger Tropfen seiner Lésung Phenolphthalein firbt. 





*) Wir benutzten nur den durch ein feines Seidensieb durchgeheD- 
den Teil. 
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Der Niederschlag des Protamin-Caseinats stellt eine an den 
Winden klebende, sich in einen Klumpen sammelnde, zihe Masse 
dar, die beim Trocknen an der Luft glasartig wind: der durch 
Alkohol und Ather getrocknete Niederschlag ist ein weiBes Pulver; 
elastische, feine Faden, die aus der noch feuchten Masse her- 
sestellt werden kénnen, sind in trockenem Zustande briichig. Das 
Filtrat des Niederschlags enthalt weder Casein noch Protamin: 
ist aber Protamin, wenn auch nur in geringem UberschuB von 
einem Aquivalent zugesetzt, so kann man es im Filtrat leicht 
erkennen. 


b) 0,5 g mit einigen Tropfen Alkohol angefeuchteten Caseins werden mit 
40,8 eem n/100-NaQH iibergossen, bei leichtem Erwirmen geht Casein in 
Lésung. Hat man diese Lésung des Na-Caseinats mit einer wibrigen Liésung 
von Protaminsulfat, die man in einer nach dem Aquivalent-Gewicht be- 
rechneten Menge nimmt, vermischt, so erhilt man einen Niederschlag, der 
dem oben erwihnten des Protamin-Caseinats gleicht; im Filtrat kann man 
Na-Sulfat finden; ist Protaminsulfat im Uberschu8 genommen, so ist er auch 
im Filtrat leicht erkennbar. Durch Dialyse kann man den Niederschlag 
vom mitgenommenen Na-Sulfat befreien. 


Diese Erfahrung zeigt, daB wir es mit einer echten Ionen- 
reaktion, nicht aber mit Absorptionserscheinungen zu tun haben. 

II. Von wesentlichem Interesse ist das physikalisch-chemi- 
sche Verhalten der Protamin-Caseinate; einige ihrer weiter an- 
gefiihrten Eigenschaften waren den sich mit dieser Frage be- 
schiftigenden Forschern im einzelnen schon friiher bekannt, doch 
konnten wir bei unserer zusammenfassenden Untersuchung fest- 
stellen, daB solche Verbindungen in der Gesamtheit ihrer EKigen- 
schaften nicht nur den Histonen (was schon lingst von Kossel?) 
betont wurde), sondern auch einigen anderen nativen Eiweibkorpern, 
und zwar den Globulinen, gleichen, indem sie wie deren kiinst- 
liche Modelle erscheinen. Wir beabsichtigen, dieses Problem in 
einem anderen Artikel eingehender zu behandeln, hier aber wollen 
wir uns nur auf die Beschreibung einiger Eigenschaften solcher 
Verbindungen beschrinken. 

Léslichkeit. Wie schon friiher erwihnt, sind die Caseinate 
von Percin und Acipenserin in Wasser so gut wie unldslich, 
ljsen sich aber in Lésungen von Neutralsalzen, wie z. B. in 
10°/,iger NaCl-Lésung auf; die Lésung bleibt dabei neutral. 
Beim Verdiinnen solcher Lisungen mit Wasser oder bei der 
Dialyse fallt Protamin-Caseinat als Niederschlag aus, wobei es die 
Fihigkeit, sich von neuem in Lésungen der Neutralsalze aufzu- 
lisen, beibehalt. Die Verbindungen sind in Alkalilésungen leicht 
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léslich, beim Anséuern der Alkali- oder NaCl-Lésungen koaguljey; 
der Eiweifstoff irreversibel, wird ,,denaturiert*; im Uberschuf de; 
Saiure ist das Koagulat léslich. Die Chemie der ,,Denaturierune« 
ist in diesem Falle véllig klar. Schon beim Auflésen in Alkali. 
lésungen findet der Zerfall der Verbindung statt, wobei frejes 
Percin als wasserléslich und Casein als Alkali-Caseinat in dey 
Lésung bleiben. Beim Neutralisieren der Liésung verbindet sic} 
Protamin von neuem mit Casein, beim Ansiiuern aber spaltet ¢; 
sich wieder unter Bildung von wasserléslichem Protaminsalz 4)): 
beim Ansiiuern koaguliert nur Casein allein und kann im Uber- 
schuB der Siure wieder gelést werden; Casein-Koagulat adsor- 
biert teilweise das Protaminsalz aus der Loésung. 


Aussalzen. Protamin-Caseinate werden aus ihren Lisungen 
durch Mineralsalze, z. B. durch Ammonsulfat, ausgeschieden. Die 
untere Grenze des Aussalzens des Percincaseinats liegt bei 3,0, 
des Acipenserincaseinats bei 2,9; die oberen Grenzen sind dem- 
entsprechend 6,5 und 5,7. Die durch Aussalzen erhaltenen Nieder- 
schliige sind nicht denaturiert und lésen sich wieder beim Ent- 
fernen des Salziiberschusses. Durch Dialyse kann man von neuen 
reines Protamin—Caseinat erhalten. 

Wirmekoagulation. In 10°/,iger NaCl-Lésung koagulieren 
die Protamin-Caseinate beim Erhitzen nicht, setzt man aber selir 
wenig Ca-Salz (z. B. 7 mg CaCl, auf 100 ccm-Lésung) zu, so tnitt 
Koagulation beim Erwiirmen ein und der Niederschlag verliert 
die Fihigkeit, sich von neuem in Lésungen von Neutralsalzen 
aufzulésen; die Temperatur der Koagulation hingt direkt von der 
Menge des zugesetzten Ca-Salzes ab. Auf das Verhalten der 
Lésung des freien Protamins iibt Calciumchlorid keine Wirkung 
aus, im gegebenen Falle aber bleibt Protamin im Koagulat, folg- 
lich ist seine Verbindung mit Casein nicht zerstért worden. Die 
Koagulation wird anscheinend durch die Bildung molekulare: 
Verbindungen CaCl, mit dem anderer Komponenten — mit Casein — 
verursacht. 

III. Als wir statt Casein die von uns °) vor kurzem beschriebenen 
caseinihnlichen Protosiuren (die aus Globulinen erhalten wurden 
benutzten, erhielten wir genau dieselben Verbindungen — ‘- 
wohl bei den Mengenverhiltnissen der Komponenten — als auc! 
in bezug auf die Kigenschaften der Verbindungen. 


IV. Was fiir Gruppen eigentlich die Reaktion der Protamine m" 


anderen Eiwei8kérpern bedingen, davon hatte man bis heute noch keine 
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klare Vorstellung, man zweifelte sogar daran, ob dabei iiberhaupt eine 
chemische Verbindung stattfinde, obwohl A. Kossel wie auch B. Ugglas 
auf Grund ihrer Beobachtungen gerade zu dieser Auffassung neigten. 
Diese Frage wurde noch dadurch erschwert, daB es ,,bei der Hydrolyse 
eine sehr leicht zerstérbare Gruppe sein miisse“’), als ob weder die bis 
zun Peptonstadium aufgespaltenen Protamine sich mit anderen Proteinen, 
noch die Abbauprodukte der EiweiBkérper sich mit Protaminen verbinden 
kénnten. Diese unrichtige Vorstellung entstand nur auf Grund der Tatsache, 
daB in obenerwiihnten Fiillen die Bildung eines Niederschlags nicht statt- 
fndet. Die erste einfache Vermutung, die natiirlicherweise daraus hervor- 
geht, daB sich vielleicht dabei lésliche Produkte bilden und die, wie wir 
weiter sehen, sich wirklich als richtig erwies, wurde von A. Hunter 
zuriickgewiesen und blieb vergessen, da die Ergebnisse dieses Verfassers in 
der Zwischenzeit keiner Revision unterzogen wurden. Wie sich jetzt zeigt, 
hat Hunter die Ergebnisse seiner Versuche unrichtig gedeutet und die 
Versuche selbst nicht ganz richtig angestellt. Das sieht man schon aus 
folgendem kurzen Zitat.‘) ,,Das Protamin gibt mit Deuteroalbumosen bzw. 
Peptonen keine Verbindung. Es wiire nimlich denkbar, da8 Protamin, 
obgleich es keine Fiillung mit Deuteroalbumosen gibt, doch mit denselben 
in lésliche Verbindung eintritt. Wenn das aber der Fall wiire, miiBte diese 
Verbindung mit dem Protamin gefillt werden und den Protaminstickstoff 
betriichtlich erhdhen. Eine Ubereinstimmung innerhalb der von mir ge- 
fundenen Grenze wire dann nicht médglich*. 

Hunter aber fillte Protamin mit Na-Pikrat in einer Lésung, die 
.schwach, aber deutlich alkalisch gemacht wurde“, d. h. unter Umstinden, 
unter denen weder Albumosen noch Peptone ausfallen wiirden und also den 
Protamin-N-Gehalt nicht beeinflussen konnten. 

Ebenso begreiflich erscheint jetzt auch die Tatsache, dab es Hunter 
nicht gelungen ist, Verbindungen des Protamins mit einer Reihe von Di- 
und Tripeptiden, die aus Monoaminsiuren ohne Mitwirkung von Monoamino- 
dicarbonsiiuren aufgebaut sind, zu erreichen. Alle diese Peptide hatten 
keine freie Carboxylgruppe, die eine Verbindung mit dem Protamin geben 
kénnte. Nach der Analogie mit Aminosiiuren bildet die endstiindige 
Carboxylgruppe des Peptids vermutlich ein Zwitterion mit der endstindigen 
Aminogruppe des Peptids und ist infolgedessen zu Verbindungen mit 
Aminogruppen (bzw. Iminogruppe) des Protamins wohl in sehr geringem 
Mabe fihig. Die Sache verhielte sich aber ganz anders, wenn das Peptid 
auch die Monoaminodicarbons‘uren enthielte. 

In dieser Richtung fiihrten wir einfache Versuche aus, und zwar nicht 
mit Peptiden, sondern mit Aminosduren und erhielten folgende Resultate, 
die zweifellos fiir den stéchiometrischen Charakter der Reaktionen sprechen. 
Wir vermischten eine Lésung freien Protamins mit einer Lésung der Amino- 
siure in fiquivalenten Verhiiltnissen, oder eine Lésung des Protaminsulfats 
mit einer Lésung der Aminosidure, die eine aiquivalente Menge von Alkali 
enthielt. Je nach der Natur der Aminosiure erhielten wir in einigen Fiillen 
neutrale Protaminsalze, in anderen Fillen wurde iiberhaupt keine Salz- 
bildung beobachtet. So z. B. traten dabei weder Alanin noch Tyrosin in 
Verbindung mit unseren Protaminen, woraus wir schlieBen, dab weder die 
COOH-Gruppe der Monoaminosiiuren noch Phenol-Hydroxyl des Tyrosins 
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zur Reaktion mit Protaminen fihig ist.) Dagegen verbinden sich Benzoy| 
alanin, ebenso wie die (nach Bergmann’) dargestellte) y-Benzamido-s. 
oxybuttersiiure — leicht mit Percin, indem sie neutrale Salze bilden, die 
nicht nur im Wasser, sondern auch in 96°/, Alkohol léslich sind. Dje 
Glutaminsiiure, die in gegebenem Falle von besonderem Interesse jst 
reagiert mit Percin wie eine einbasische Siiure, indem sie ein wasserlisliches 
mit Alkohol schwer zu fillendes Salz bildet. 

Da in der Caseinsubstanz ein betriichtlicher Gehalt von Monoamino- 
dicarbonsiiure vorhanden ist, sichern, nach unserer Meinung, gerade deren 
Carboxylgruppen die Méglichkeit einer chemischen Verbindung des Caseins 
mit Basen, darunter auch mit Protaminen. Wenn man von dem Basen. 
bindungsvermégen der Glutaminsiiure ausgeht und diesen Wert einem 
solchen des Caseins gegeniiberstellt, so kann man leicht berechnen, da8 im 
Casein nur ein Teil der Monoaminodicarbonsiuren das zweite Carboxy] 
frei hat, und zwar etwa 12°/, (auf Glutaminsiure berechnet) vom Casein- 
gewicht. Das iibrige Quantum von Monoaminodicarbonsiuren enthiilt keine 
freien COOH-Gruppen und nimmt nicht teil an den Verbindungen mit 
Basen bei der, einer neutralen nahen, Reaktion der Lésung. 

Die weitere ausfiihrliche Erforschung der Verbindungen der Protamine 
mit héheren EiweiBkérpern und deren Abkémmlingen betrachten wir als 
eine héchst zeitgemiBe Aufgabe, deren Lisung wesentliche Ergebnisse fiir 
die Proteinchemie verspricht. 
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*) Aus einer Liésung, die Protamin und Tyrosin in dquivalenten 
Mengen enthilt, fallt beim Stehen das letztere krystallinisch aus. 
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Amylasen in ruhenden und keimenden Samen. 
II. Roggen. 


Von 


Erik Ohlsson und Carl Erik Uddenberg. 
Mit 1 Figur im Text. 





(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universiitaét Lund 
und der Chemischen Abteilung des Kgl. Pharmaceutischen Instituts zu Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. August 1933.) 


In einer vorigen Mitteilung haben Nordh und Ohlsson?) die 
Entwicklung der beiden Amylasen der Gerste wiihrend des Keimens 
untersucht. Im folgenden wird iiber eine entsprechende Unter- 
suchung der Amylasen des Roggens berichtet. 


Darstellung der Enzymlosungen. 


Portionen von 150g Roggen, Stahlroggen von Svaléf, werden im 
Wasser wiihrend 3 Tage eingeweicht; darauf wird das Wasser ausgegossen 
und der Roggen keimen gelassen. Die Zeit wird von dem Tage an gerechnet, 
wo der Roggen ins Wasser gelegt wird. In der Regel wird tiglich eine 
Portion untersucht, wobei eine Enzymlésung auf folgende Weise bereitet 
wird. Der Roggen wird in der Fleischmithle gemahlen und dann mit so 
viel Wasser versetzt, daB das Gesamtgewicht 750 g betriigt. Dann wird 
das Gemisch nach Zusatz von Toluol bis zum niichsten Tag im Eisschrank 
aufbewahrt. Wiihrend dieser Zeit wird das Gemisch ein paarmal griindlich 
durchgeschiittelt. Am nichsten Tag wird durch Tuch geseiht und die er- 
haltene Enzymlésung filtriert. Um einen Anfangswert zu bekommen, wird 
in entsprechender Weise eine Portion von 150g nicht gekeimten Roggens 
untersucht. 

Alle im folgenden untersuchten Enzymlésungen sind zuerst im Ver- 
hiltnis 1:4 verdiinnt worden, und die erhaltenen Werte sind deshalb mit- 
einander direkt vergleichbar. 

Die zuckerbildende Fiahigkeit der Enzymlésungen wird in folgender 
Weise bestimmt. Ein Kolben wird mit 25 ccm 2°/,iger Lésung von léslicher 
Stirke und mit 10 cem '/,, mol. Phosphatpuffer ,,0,12 sekundir“ beschickt. 
Der Kolben wird in einen Wasserthermostaten von 38° gebracht. Nachdem 
die Lisung die Temperatur des Wassers angenommen hat, werden 5 ccm 
einer im Verhiltnis 2:25 verdiinnten Enzymlésung zugesetzt.*) Nach 


') Diese Z. 204, 89 (1932). 

*) Dabei muB erinnert werden, daB die urspriingliche Enzymlésung 
schon im Verhiiltnis 1:4 verdiinnt worden ist. Im ganzen ist folglich die 
urspringliche Enzymlésung im Verhiiltnis 1:50 verdiinnt worden. 
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30 Minuten werden 10 ccm herausgenommen und das Reduktionsvermigen 
durch Titration nach Bangs erster Methode, der Hydroxylaminmethode 
bestimmt. Das Reduktionsvermégen, in Milligramm Maltose ausgedriickt 
wird als MaB fiir die Aktivitét der Enzymlésung verwendet. Eine Tabelle 
zur Berechnung der Analysen findet sich bei Ohlsson.*) 

Die Fihigkeit, Stirke zu solchen Produkten abzubauen, die mit Jod 
nicht bzw. nicht blau gefiirbt werden kénnen, wird nach Wohlgemuth 
in Gegenwart von Phosphatpuffer ,,0,12 sekundir“ bestimmt, nachdem die 
Enzymlésungen wie immer im Verhiltnis 1:4 verdiinnt worden sind. Hin- 
sichtlich niherer Einzelheiten sei auf Ohlsson?) *) verwiesen. Die Akti- 
vitit wird durch die GréBen X und Y angegeben, wobei sich X auf die 
Grenze zwischen dem letzten schwach gelblichen und dem ersten gelb- 
braunen Rohr bezieht. Y bezieht sich in entsprechender Weise auf die 
zweite Grenze zwischen Violett und rein Blau. 

Die Wasserstoffionenkonzentration ist meistens mit Chinhydronelektrode 
bestimmt worden. Manchmal lassen sich aber damit keine konstanten und 
reproduzierbaren Werte erhalten. In diesen Fiillen ist statt dessen die Be. 
stimmung mit Wasserstoffelektrode ausgefiihrt worden. 


Trennung der beiden Enzyme voneinander. 


Die Fahigkeit einer Enzymlésung, Stirke bis zum Ver- 
schwinden der blauen Jodreaktion zu hydrolysieren und die 
zuckerbildende Fahigkeit derselben Enzymlésung kénnen unab- 
hiingig voneinander varilieren, genau in derselben Weise wie es 
Ohlsson?) bei den Amylasen der Gerste gefunden hat. Folglich 
muf auch der Roggen zwei verschiedene Amylasen enthalten, 
welche mit denen der Gerste nahe iibereinstimmen. Auch hier 
ist die eine dieser Amylasen eine «-Amylase oder Dextrinogen- 
amylase, die andere eine f-Amylase oder Saccharogenamylase. 

Darstellung der @- oder Saccharogenamylase. 20 ccm Enzym- 
lésung werden unter Eiskiihlung mit einer gewissen Menge 0,1 n-Chlor- 
wasserstofisiure sowie Wasser bis zu einem Volumen von 40 ecm versetzt. 
Nach 15 Minuten werden 20 cem dieser Lisung zu 20 cem eines Gemisches 
von ™/,,-sekundirem Natriumphosphat und Wasser gesetzt, und die Akti- 
vitit dieser Lésung untersucht. Die Wasserstoffionenkonzentrationen 
werden bestimmt sowohl in dieser Lésung py’, wie in den iibriggebliebenen 
20 cem der sauren Loésung py’. 

Tab. I zeigt das Ergebnis einer solchen Versuchsreihe. Die 
ersten Werte beziehen sich auf die urspriingliche, gleicherweise 
verdiinnte Enzymlésung. Der Roggen, aus dem diese Lésung 
bereitet war, hatte 12 Tage gekeimt. Bei einem p,, von ungefabhr 
3,2 wurde also die Dextrinogenamylase zum gréBten Teil zerstort, 





*) C.r. du Lab. Carlsberg 16, Nr. 7 (1926); vgl. auch 
5) Diese Z. 189, 17 (1930). 
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wihrend die Saccharogenamylase dagegen zum griBten Teil er- 
halten blieb. Das Resultat ist indessen nicht ganz so gut wie 
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hei dem entsprechenden Versuch mit der Gerste. 











Tabelle I. 
HCl Phosphate P Maltose , 
Pu Pu X 
ecm cem mg 
“a a _ 6,56 38,3 190 
10 3,46 9,0 6,04 26,2 24 
11 3,29 9,9 6,18 23.8 12 
12 3,11 10,8 6,18 22,0 12 
13 3,01 11,7 6,21 17,8 12 
Darstellung der @- oder Dextrinogenamylase. Das 


Verfahren ist dasselbe wie bei der Untersuchung von den Amy- 
lasen der Gerste, nimlich eine Erwirmung bis zu 70° wiihrend 
Tab. IL zeigt das Ergebnis einer Versuchsreihe, wo 


15 Minuten. 




















Tabelle I. 
— Maltose x y 
Minuten mg 

0 40,0 190 1500 

5 8,5 190 1500 
10 6,4 190 1500 
15 6,4 190 1500 
20 5,1 190 1500 
30 5,6 190 1500 
60 4,2 100 770 














die Zeit variiert worden ist, um die verschiedene Geschwindigkeit 
zi demonstrieren, mit denen die beiden Enzyme zerstért werden. 
Die Verinderung der X- und Y-Werte geschieht natiirlich nicht 
sprungweise, aber die einfachere Abiainderung des Verfahrens von 
Wohlgemuth (Ser. A nach Ohlsson), das fiir kleinere Ver- 
inderungen keinen Ausschlag gibt, ist angewandt worden. Auch 
zu diesem Versuch wurde Roggen, der 12 Tage lang gekeimt 
hatte, verwendet. 


Einflu8 der Wasserstoffionenkonzentration auf die Aktivitat der Enzyme. 


Die Versuche sind in oben angegebener Weise ausgefiihrt 
worden, aber mit Verwendung von Puffergemischen verschiedener 


Zusammensetzung von 1/,, mol. Lésungen von Phosphorsiure, 
12* 
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prim. und sek. Phosphat. Tab. [II zeigt die Abhiingigkeit do, 
zuckerbildenden Fiahigkeit einer Saccharogenamylaselésung yop 
der Wasserstoffionenkonzentration. Zur Darstellung der urspriing. 


Tabelle III. 





A NNSA ee 








Maltose 

















Maltose ‘ , 

Pu lo Pu "lo 
mg mg 

2,94 15,9 38 4,94 38,7 93 
3,12 28,8 69 5,61 35,0 84 
3,36 35,8 86 5,99 30,2 13 
3,54 37,3 90 6,48 22.4 54 
3,77 39,6 95 6,92 13,7 33 
3,99 40,8 98 1,70 5,5 8 
4,31 41,6 100 8,10 1,2 3 
4,63 39,1 94 














lichen Enzymlésung wurde Roggen verwendet, der 14 Tage lang 
gekeimt hatte. Der Roggen wurde gemahlen und mit dem gleichen 
Gewicht Wasser extrahiert. Diese Lisung zeigte die Aktivitiiten: 
mg Maltose = 66,6, X=190 und Y= 1500. Die daraus be- 
reitete Saccharogenamylaselésung zeigte die Aktivitiiten: mg Mal- 
tose = 34,7, X= 12 und Y= 380. Bei den Versuchen in Ta- 
belle III wurde die Saccharogenamylaselésung im Verhiiltnis 1:10 
verdiinnt. In der Tabelle werden p,, mg Maltose und in der 
letzten Kolonne die Maltosewerte in Prozenten des gréBten Wertes 
angegeben. 

Tab. IV zeigt in entsprechender Weise den LEinfluS der 
Wasserstoffionenkonzentration auf die nach Wohlgemuth ge- 

















Tabelle IV. 
pH 4 0, X Y 9), Y 
4,00 12 13 100 18 
4,19 24 25 100 18 
4,72 57 59 449 79 
5,17 96 100 563 100 
5,84 96 100 563 100 
6,23 74 re | 442 79 
6,69 57 59 261 46 
7,14 38 40 292 52 
7,29 30 31 225 40 
7,80 12 13 100 18 


messene Aktivitat einer Dextrinogenamylaselisung. Die urspriing- 
liche Enzymlisung war dieselbe wie in den Versuchen Tab. Ill. 
Nach der Erwirmung sank der Maltosewert bis zu 2,1 mg und 
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die X- und Y-Werte bis zu 96 bzw. 563. In der Tabelle werden 
die gefundenen Werte wie auch die X- und Y-Werte angegeben, 
ausgedriickt in Prozenten der gréBten Werte. 


Fig. 1 zeigt das Verhaltnis zwischen p,, und Aktivitat der 
beiden Enzyme, namlich Milligramm Maltose bzw. X. Die Akti- 
yititen sind in Prozenten der gréBten Werte ausgedriickt. Die Akti- 


~ 
90) 


80} 








Fig. 1. 
Die Aktivitat der beiden Enzyme bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen. 
Saccharogenamylase. — — — — Dextrinogenamylase. 


vititskurve der Dextrinogenamylase stimmt mit der entsprechen- 
den Kurve der Dextrinogenamylase der Gerste beinahe vollstindig 
iiberein, waihrend die Aktivititskurve der Saccharogenamylase 
bedeutende Abweichungen von der entsprechenden Kurve der 
Gerstenamylase zeigt. Auf der sauren Seite des Optimums stimmen 
die Saccharogenamylasen des Roggens und der Gerste miteinander 
iberein, auf der alkalischen Seite des Optimums ist der Unter- 
schied aber groB, indem die Aktivitiitskurve der Roggenamylase 
[—1,5 Einheiten im p,, nach links verschoben ist im Vergleich 
mit der Aktivititskurve der Gerstenamylase. Die Saccharogen- 


/ amylase des Roggens zeigt folglich nicht dieselbe breite Optimal- 


zone als das entsprechende Enzym der Gerste. Ob dieser Unter- 
schied wirklich davon herriihrt, daB die beiden Enzyme verschieden 


_ sind, oder auf dem EinfluB einer hemmenden Substanz [%) 8. 41] 
_ beruht, konnte bis jetzt nicht festgestellt werden. Der Versuch 


ist mit dem gleichen Ergebnis mit Roggen anderer Herkuntt 
wiederholt worden. 
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Die Verinderung der Enzyme wahrend des Keimens. 


Tab. V zeigt das Ergebnis einer Versuchsreihe, in welche; 
Roggen verschieden lange Zeit gekeimt hat. Aus den einzelney 
Ansitzen sind Enzymliésungen in oben angegebener Weise dar. 





















































Tabelle V. 

Urspriingliche Saccharogen- Dextrinogen- Darstellung 
Zeit Enzymlésung amylase amylase der Saccha- 
rogenamylase 

 —_— _ — incecs 
Maltose} X Y |Maltose| X | Y |Maltose) X | Y | py’ | py’ 

pr A A “a SE —a = = as er - nV —- 

0] 171 | 3] 24] 136] 3] 48] 0,5 0} Of 3,21 | 644 
2 9,2 0 24 11,3 0; 12 0,3 0 3 | 3,05 | 5,95 
3 22,2 0 24 19,3 0; 12 0,8 0 3 | 2,91 | 6,03 
4] 213 | O| 48] 15,7 | 0| 24] 0, 0} 6] 2,91 | 5.94 
5 |] 265 | 6]190] 23,8 | 0} 24] 0,0 3 | 2417 3.21 | 5,60 
6 | 242 | 48/380] 222 | 83/100] 2,4 | 24/190] 3.26 | 5.88 
7] 28,3 | 74] 442] 21,5 {12/190 ] 2,7 | 24/190] 3,22 | 5,95 
8 | 27,0 | 96 | 563] 20,0 {12 |190] 1,7 | 48 | 380] 3,13 | 5,93 
9 | 32,9 |124] 563] 17,0 |24/190] 2,7 | 48 | 380] 3,21 | 5,30 
10 30,5 | 159 | 885 15,6 | 24 190 5,6 124 | 729 | 3,20 | 6,23 
11 31,5 | 192 | 885 16,6 | 24 | 190 5,4 115 | 521 | 3,20 | 5,90 


























gestellt worden. Aus diesen Enzymlisungen ist Saccharogenamylase 
sowie Dextrinogenamylase hergestellt und die Aktivititen aller 
3 Lésungen bestimmt worden. 

Die zuckerbildende Fahigkeit der urspriinglichen Enzymlésung 
sinkt wie bei Gerste wahrend der ersten Tage des Keimens, 
Darauf steigt diese Fahigkeit wieder und wird nach 9 ‘Tagen 
etwa doppelt so stark wie bei ungekeimtem Roggen. Eine gewisse 
UnregelmiBigkeit, die innerhalb der Grenzen des Versuchsfehlers 
liegt, kann seinen Grund darin haben, dab jede Portion Roggen 
fiir sich behandelt worden ist. 

Die in oben angegebener Weise dargestellte Lésung der 
Saccharogenamylase hat eine Aktivitiit, die wihrend der 6 ersten 
Tage mit derjenigen der urspriinglichen Enzymlisung ziemlich 
nahe iibereinstimmt. Danach sinkt aber die Aktivitit der Saccha- 
rogenamylaselésungen, wahrend die Aktivitiit der urspriinglichen 
Lésungen andauernd steigt. Beziiglich der Ursache wird auf das 
folgende Kapitel verwiesen. 

Die zuckerbildende Fahigkeit der Dextrinogenamylaselisungen 
ist schon von Anfang an so klein, daB die Werte kleiner sind als 
die Versuchsfehler. Vom sechsten Tage an steigt sie, erreicht aber 
nur ziemlich kleine Werte. 





heed 
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Die Fahigkeit der urspriinglichen Enzymlisungen Stiirke zu 
hydrolysieren bis zu mit Jod nicht farbbaren Produkten, d. h. die 


a Aktivitit X, ist anfangs beinahe 0, sie steigt aber schnell vom 
dan. sechsten Tage an. Die X-Werte der Dextrinogenamylaselisungen 
folgen den entsprechenden Werten der urspriinglichen Enzym- 
lésungen, wabrend die X-Werte der Saccharogenamylaselésungen, 
a, freilich gleichzeitig mit denen der tibrigen Enzymlésungen, steigen, 
echa. aber nur kleine Werte erreichen. 


nylase & Die Ergebnisse stimmen also vollkommen mit den Veriinde- 
|  yungen bei keimender Gerste iiberein, die von Nordh und Ohlsson 
' peschrieben sind. Von Anfang an enthilt der Roggen gleich wie 
6,44 die Gerste nur Saccharogenamylase, deren Menge wihrend des 
ov Keimens allmihlich zunimmt. Nachdem der Roggen 5—6 Tage 


6,03 ° . — : 
594 lang gekeimt hat, erscheint plétzlich auch Dextrinogenamylase, 


5,00 9 deren Menge sich rasch vermehrt. 

9,88 

59 of 

“ye Die Zusammenwirkung der Enzyme. 

0,30 

re Die zuckerbildende Fahigkeit der Saccharogenamylaselésungen 
9 es : © epee ee 

a folgt anfangs auf gentigende Weise der Aktivitit der urspriing- 

Jase | lichen Enzymlésungen. Vom siebenten Tage an ist aber die 


Aktivitit der urspriinglichen Enzymlésungen bedeutend griBer 
als die der Saccharogenamylaselésungen, die aus jenen bereitet 
sind. Das kommt zuerst daher, daB die urspriinglichen Enzym- 
lisungen jetzt auch Dextrinogenamylase enthalten. Wird dieses 


aller 


sung 
1eNS, 


wen [| Enzym, das wihrend der ersten Keimungstage gefehlt hat, weg- 
igse genommen, muB die Aktivitiit sinken. Die Abnahme ist aber 
lers | groBer, als man erwarten sollte. Dies kann zweierlei Ursachen 
rel haben. Entweder kénnen die beiden Enzyme so zusammenwirken, 
| daB das eine die Wirkung des anderen begiinstigt. Bei gleich- 
der B eitiger EKinwirkung der beiden Enzyme auf Starke sollte also 
sten eine Zuckermenge gebildet werden, die gréBer ist als die Summe 
lich der Zuckermengen, die unter denselben Versuchsbedingungen von 
sha- #F den beiden Enzymen, jedes fiir sich, gebildet werden. Oder die 
hen — Abnahme der Aktivitiit der Saccharogenamylaselésungen kann auch 
das §§  darauf beruhen, daB dieses Enzym bei der Behandlung mit Chlor- 
_ wWasserstoffsiure teilweise zerstért worden ist. 
gen Um das Zusammenwirken der beiden Enzyme zu untersuchen, 
als § ist folgender Versuch ausgefiihrt worden. Aus einem 12 Tage 


lang gekeimten Roggen wurde eine Enzymliésung mit folgenden 
Aktivitiiten hergestellt: 38,3 mg Maltose, Y¥=190. Daraus wurde 
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eine Dextrinogenamylaselésung mit den Aktivititen 8,7 mg Mal- 


tose, X = 100 bereitet. Weiter wurden bei verschiedenen p,, (yg, 


Tab. VI) 4 verschiedene Saccharogenamylasen bereitet, deren Akti- 
vitaten bestimmt wurden. Endlich wurde die zuckerbildende 
Fahigkeit dieser Enzymlésungen in Gegenwart von Dextrinogen- 


Tabelle VL. 














Saccharogenamylase - 
a eniesentnaitian lase te Dextrinogenamylase 
' | | laa Maltose | Maltose 
Pu | Pu x | me te mg 
| | § gefunden | berechnet 
3,46 6,04 24 26,2 31,7 | 349 
3,29 6,18 12 23,8 31,0 32.5 
3,11 6,18 12 22.0 28,7 30,7 
3,01 6,21 12 17,8 25,0 26,5 








amylase bestimmt. Das Ergebnis ist in T'ab. VI zu finden, wo in 
der letzten Spalte auch die Summe der Zuckermengen angegeben 
ist, die von den beiden Enzymen, jedes fiir sich, gebildet werden. 
Diese letzten Werte sind durchgingig ein wenig gréBer als die 
Werte, die bei gleichzeitiger EKinwirkung der beiden Enzyme 
gefunden werden. Dies ist erklirlich, denn die Zuckermenge ist 
nicht véllig proportional zur Enzymmenge. Irgendein Zusammen- 
wirken der Enzyme in der Art, dai das eine die Wirkung des 
anderen begiinstigen sollte, ist also nicht vorhanden. Dies stimmt 
mit dem, was Ohlsson bei den Amylasen der Gerste gefunden 
hat, iiberein. Das Sinken der Aktivititswerte der Saccharogen- 
amylaselésungen muB also darauf beruhen, daB bei der Isolierung 
der Enzyme Verluste entstehen. 


Untersuchung der Mutarotation der Hydrolyseprodukte. 


Die Untersuchung wurde mit dem von Kuhn‘) angegebenen 
Verfahren ausgefiihrt, genau wie bei Gerste. Durch Zusatz vou 
Natriumcarbonat wird die Enzymreaktion abgebrochen und die 
Mutarotation beschleunigt. Hinsichtlich niherer Einzelheiten sei 
auf Ohlsson*) verwiesen. Die Ergebnisse finden sich in den 


Tab. VII und VIII. 


*) Liebigs Ann. 443, 1 (1925). 
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Tabelle VII. 


300 cem elektrodialysierte Stirkelésung (3 °/,). 
10 cem Phosphat, 0,1 sekundiir. 
25 ccm Dextrinogenamylaselésung. 














Zeit Drehung ohne Drehung nach 
Zusatz von Zusatz von Mutarotation 
in Minuten Natriumecarbonat | Natriumcarbonat 
6 + 3,05 +3,01 —0,04 
15 + 3,06 +3,00 —0,06 
30 +3,07 +3,01 — 0,06 
45 +3,05 +297 — 0,08 
60 + 3,04 + 2,96 — 0,08 
90 + 2,99 + 2,93 — 0,06 
120 +2,95 +2,89 — 0,06 
150 +2,91 + 2,88 — 0,03 
200 +2,87 +2,85 —0,02 
1250 +2,73 + 2,73 + 0,00 











Tabelle VUL 


300 cem elektrodialysierte Stirkelésung (3 °/,). 
10 cem Phosphat, 0,1 sekundir. 
30 cem Saccharogenamylaselésung. 














Zeit Drehung ohne Drehung nach 
— Zusatz von Zusatz von Mutarotation 
in Minuten | Natriumcarbonat | Natriumcarbonat 
6 + 2,69 + 2,69 + 0,00 
10 + 2,56 +2,60 +0,04 
20 +2,41 + 2,48 +0,07 
30 +2,27 + 2,36 +0,09 
45 +2,16 +2,29 +0,13 
60 +2,17 + 2,26 +0,09 
75 +2,19 + 2,25 +0,06 
90 42.21 4-225 +0,04 
110 + 2,22 + 2,24 +0,02 
1440 + 2,24 +2,24 +0,00 











Wird Starke mit Dextrinogenamylase hydrolysiert (Tab. VI), 
ist die Mutarotation negativ. Die Dextrinogenamylase ist folglich 
eine ¢-Amylase. Bei Anwendung von Saccharogenamylase (Tab. VIII), 
ist die Mutarotation positiv. Die Saccharogenamylase ist also 
eine #-Amylase. 

In dieser Beziehung stimmen daher die Amylasen des Roggens 
mit denen der Gerste villig iiberein. 
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Die Verinderungen der Amylasen der Gerste wihrend des 
Keimens sind von Ohleson und Nordh?), die entsprechenden 
Verinderungen der Amylasen des Roggens von Ohlsson und 
Uddenberg?’) untersucht worden. Die vorliegende Arbeit behan- 
delt die Amylasen des Hafers, wobei sowohl weiBer als schwarzer 
Hafer untersucht worden ist. Dieser war Orionhafer und jener 
Segerhafer, beide von Svalif. 

Das Verfahren bei unseren Versuchen ist dasselbe, wie in der 
jiingst erschienenen Arbeit von Ohlsson und Uddenberg?®, und 
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III. Hafer. 


Von 


Erik Ohlsson und Olle Edfeldt. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitét Lund 
und der Chemischen Abteilung des Kgl. Pharmazeutischen Instituts zu Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. August 1933.) 


Die Aktivitét der Saccharogenamylase bei verschiedenen 


Tabelle L 


Wasserstoffionenkonzentrationen. 











2,74 
2,97 
3,13 
3,32 
3,75 
4,27 
4,61 
5,24 
5,69 
5,98 
6,52 
7,18 
7,65 
8,01 


Maltose in mg 


WeiBer H 

9,5 
16,1 
19,6 
21,6 
25,8 
27,6 
27,9 
28,4 
28,7 
27,3 
26,3 
20,8 
14,1 
10,3 











ater 





1) Diese Z. 204, 89 (1932). 
2) Diese Z. 221, 165 (1933). 








Pr 


2,76 
2,99 
3,34 
3,74 
4,29 
4,59 
5,22 
5.69 
5,99 
6,53 
7,19 
7,65 


8,04 


Maltose in mg 


Schwarzer Hafer 

8,2 
15,6 
21,4 
24,7 
26,0 
27,0 
26,6 
25,6 
25,6 
23,2 
18,8 
14,1 

8,0 
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Tabelle U. 


Die Aktivitiét der Dextrinogenamylase bei verschiedenen 
Wasserstoffionenkonzentrationen. 


























PH Xx “lo X Y yO 
WeiBer Hafer. 
4,14 24 6 190 ? 
4,36 48 13 380 13 
4,44 100 26 770 26 
4,64 247 64 1460 50 
) 5,09 296 17 2920 100 
5,64 384 100 2920 100 
5,95 296 17 2920 100 
6,51 192 50 1460 50 
7,23 115 30 1460 50 
des 7,64 48 13 770 26 
sn Schwarzer Hafer. 
_ 4,17 24 10 380 13 
lan 4,42 100 43 770 26 
rzer 5,04 230 100 2920 100 
— 5,61 230 100 2920 100 
‘ 5,91 192 83 1460 50 
6,48 115 50 1130 39 
der 7,17 57 25 563 19 
and 7,65 48 21 380 13 
































a 


Fig. 1. 
Die Aktivitat der Enzyme bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen. 


© Saccharogenamylase des wei8en Hafers. @ Saccharogenamylase des schwarzen Hafers. 
x Dextrinogenamylase, °/, X, des weiSen Hafers. 
+ Dextrinogenamylase, °/, X, des schwarzen Hafers. 
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wir finden es nicht notwendig es hier wiederholt zu beschreiben, 
sondern weisen auf ihre Arbeit hin. Infolge der geringen Menge 
von Saccharogenamylase im Hafer haben wir bei Bestimmung der 
zuckerbildenden Fahigkeit der Enzymlésungen dieselben nicht wie 


Tabelle I. 


Die Veridinderung der Amylasen wihrend des Keimens. 






























































Ze; Urspriingliche Saccharogen- Dextrinogen- — 
o Enzymlésung amylase amylase Saccharogen- 
Tage amylase 
Maltose| X | ¥ |Maltose| X|Y|Maltose) X| Y | py’ | py” 
WeiBer Hafer. 
0 3,0 0 6 2,1 | 0] 6 00 | O| Of 8,14 | 6,48 
2 6,4 | 0O 24 6,2 | 0/12 00 | O 0} 3,16 | 6,33 
4 6,7 0; 12] 60 | 0/12] 0,4 0} 6] 3,17 | 6,33 
i) 6,2 O; 24 _ 0 | 12 oe 0 6 | 3,04 | 6,05 
6 6,4 0; 24 5,2 | 0 1.12 1,3 0} 12] 3,05 | 6,39 
7 6,9 0| 24 — |0/12 ~ 0; 24] 3,17 | 607 
8 7,4 | O} 48] 6,7 |0/12] 1,3 0; 48] 3,13 | 5,05 
9 — | 48} 380} — |0|48], — 48| 380 | 3,09 | 6,17 
10 | 18,1 {100} 770] 7,7 | 0/48] 5,9 | 48] 380] 3,10 | 6,18 
11 26,6 |100| 770] 12,8 | 0/48] 6,7 | 48! 380] 3,10 | 5,90 
14 | 35,0 190/1500] 17,1 | 0/48} 88 | 100) 380] 3,03 | 6,02 
Schwarzer Hafer. 

0 2,6 0; 6] 1,9 |0)| 6] 0,0 0| Of 3,16 | 6,50 
2 7,3 0; 12] 6,1 |0/12] 0, 0; Of 3,16 | 6,41 
3 ~- 0; 12 — /|0/12 --- 0! 6] 38,08 | 6,18 
4 5,7 O| 12] 54 |0/12] 0,8 0| 6] 3,09 | 607 
5 - 0} 12 — 0| 6 - 0, 6] 3,09 | 6,05 
6 8,0 O| 24 5,9 | 0] 6 0,1 0; 12] 8,12 | 5,89 
7 -- 0; 48, — | 0/12 — 0; 48 | 3,24 | 6,16 
8 | 16,3 0; 100} 7,8 | 0 24] 3,0 0} 100 | 3,19 | 6,35 
9 — 48; 770] — |0;48] — 48| 380 | 3,11 | 6,01 
10 | 33,8 (100) 770] 16,0 | 0 48] 10,5 48) 380] 3,15 | 6,28 
11 35,4 | 100) 770] 18,3 | 0 48] 120 | 48) 380] 3,21 | 6,25 
14 | 46,5 |190/1500] 24,2 | 0 48] 15,0 |100/ 380] 3,19 | 6,17 














Ohlsson und Uddenberg im Verhiltnis 2:25 sondern im Ver- 
hiltnis 2:5 verdiinnt. Im Gegenfall werden die Zuckermengen 
so klein, daB die Versuchsfehler in allzu hohem Grade die Messungen 
beeintrichtigen. 

Der EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration auf die Akti- 
vitit der verschiedenen Enzyme wird in den Tab. I und I und 
Fig. 1 gezeigt. Die in diesen Versuchen verwendeten Enzym- 
lésungen sind folgenderweise dargestellt worden: Weifer bzw. 
schwarzer Hafer wird 12 Tage lang gekeimt, gemahlen und mit 
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ben, dem gleichen Gewicht Wasser extrahiert. Aus den so erhaltenen 
nge Lésungen werden Lésungen von Saccharogenamylase bzw. Dextrin- 
der ogenamylase in gewohnlicher Weise hergestellt. 
ies Tabelle IV. 
Mutarotation bei Hydrolyse mit Saccharogenamylase 
aus weiBem Hafer. 
= 300 cem elektrodialysierte Stirkelésung (3°/,). 
mg 10 cem Phosphat, 0,1-sekundiir. 
50 eem Saccharogenamylaselésung. 
5en- — — 
Es Zeit Drehung ohne Drehung nach 
” : a Zusatz von Zusatz von Mutarotation 
in Minuten Natriumearbonat | Natriumcarbonat 
” 5 + 2,52 + 2,53 + 0,01 
- 10 + 2,42 + 2,49 + 0,07 
“ 20 + 2,32 + 2,38 + 0,06 
: 30 + 2,23 + 2.33 + 0,10 
~ 45 + 2,16 + 2,24 + 0,08 
° 60 + 210 + 2,18 + 0,08 
: 90 + 2,09 + 2,18 + 0,04 
. 120 + 2,10 + 2,12 + 0,02 
‘ 150 + 2,10 + 2,12 + 0,02 
0 180 + 2,10 + 2,10 + 0,00 
\ 
2 . — ; ie 
Beziiglich der Abhingigkeit der Aktivitait der Enzyme von 
der Wasserstoffionenkonzentration zeigen diese Versuche, teils daB 
0 
1 Tabelle V. 
7 Mutarotation bei Hydrolyse mit Saccharogenamylase 
A aus schwarzem Hafer. 
9 300 cem elektrodialysierte Stirkelésung (3°),). 
: 10 eem Phosphat, 0,1-sekundiir. 
‘1 75 ecm Saccharogenamylaselésung. 
4 Zeit Drehung ohne Drehung nach 
“ ; ; Zusatz von Zusatz von Mutarotation 
; in Minuten Natriumcarbonat | Natriumcarbonat 
T= : 5 + 2,16 + 2,17 + 0,01 
on 10 -- 2,06 +- 2,10 + 0,04 
20 + 1,86 + 1,94 + 0,08 
os 30 + 1,78 + 1,89 + 0,11 
45 + 1,78 + 1,85 + 0,07 
He 60 + 1,78 + 1,83 +- 0,05 
90 41,81 + 1,82 + 0,01 
id 120 + 1.82 + 1,82 + 0,00 
= 
v. | kein Unterschied besteht zwischen weiBem und schwarzem Hafer, 














teils daB die Amylasen des Hafers nahe mit denen der Gerste 
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iibereinstimmen, im Gegensatz zu dem, was Ohlsson und Udden- 

berg beziiglich der Amylasen des Roggens gefunden haben. 
Die Tab. V zeigt die Verinderung der Enzyme wiihrend 

des Keimens. Aus der Tabelle ergibt sich,daB Hafer wie Gerste 


Tabelle VI. 


Mutarotation bei Hydrolyse mit Dextrinogenamylase 
aus weiBem Hafer. 


300 cem elektrodialysierte Stirkelésung (3°/,). 
10 cem Phosphat, 0,1-sekundiir. 
25 cem Dextrinogenamylaselésung. 

















Tei Drehung ohne Drehung nach 
elt 7, = pi . : 
; ‘ usatz von Zusatz von Mutarotation 
in Minuten Natriumearbonat | Natriumcarbonat 
10 + 3,11 + 3,00 — 0,11 
20 + 8,09 + 2,96 — 0,18 
30 + 3,08 + 2,95 — 0,18 
45 + 3,04 + 2,94 — 0,10 
60 + 8,03 + 2,93 — 0,10 
90 +- 2,98 + 2,91 — 0,07 
120 + 2,95 + 2,90 — 0,05 
150 + 2,98 4+ 2,88 — 0.05 
210 + 2,90 + 2,87 — 0,03 











und Roggen anfangs nur Saccharogenamylase enthilt. Die Dex- 
trinogenamylase kommt erst am neunten Tage des Keimens 


Tabelle VIL. 


Mutarotation bei Hydrolyse mit Dextrinogenamylase 
aus schwarzem Hafer. 


300 cem elektrodialysierte Stirkelésung (3°/,). 


10 cem Phosphat, 0,1-sekundiir. 
75 cem Dextrinogenamylaselésung. 








Zeit Drehung ohne Drehung nach 
; . Zusatz von Zusatz von Mutarotation 
in Minuten Natriumearbonat | Natriumecarbonat 
10 + 4,48 + 4,39 — 0,09 
20 + 4,44 4+ 4,28 — 0,16 
30 + 4,42 + 4,30 — 0,12 
45 4 4,35 + 4,30 — 0,05 
60 + 4,33 4 4,28 — 0,05 
90 + 4,29 + 4,26 — 0,08 
120 + 4,27 + 4,27 + 0,00 











zum Vorschein, also etwas spiiter als bei Gerste und Roggen. 
Gleichzeitig nimmt auch die Saccharogenamylase betrichtlich 





Ss a = nn =_—_: 
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—— zu. Man kénnte dies auf einen Versuchsfehler, die nicht voll- 
| stindige Zerstérung der Dextrinogenamylase zuriickfiihren, aber 
rend (— dies ist keineswegs der Fall. Dextrinogenamylase aus Hafer, 


erste [— welcher 10 Tage und noch linger gekeimt hat, hat die X-Werte 48 

' oder 100, wihrend die entsprechende Saccharogenamylase, die griBere 
Maltosewerte zeigt, X =0 hat. Beide Wirkungen kinnen also nicht 
ein und demselben Enzym zukommen, die Saccharogenamylase 
kann unméglich nennenswerte Mengen von Dextrinogenamylase 
enthalten. 

DaB die X-Werte der Saccharogenamylase immer Null sind, 
beweist nicht notwendig, daB die Fihigkeit, Stirke bis zum Ver- 
yn | schwinden der Jodreaktion zu hydrolysieren, diesem Enzym ganz 

und gar mangelt. Es bedeutet nur, daB diese Enzymlisungen 
eine so geringe Aktivitit in dieser Hinsicht haben, daB sie nicht 
mit der angewendeten Methode gemessen werden kann. 

Das Verhialtnis zwischen den Aktivitiiten ,,Milligramm Maltose“ 
und ,X“ kann nicht mit dem entsprechenden Verhiiltnis bei Gerste 
und Roggen verglichen werden, denn, wie oben schon gesagt ist, 
sind die Versuchsbedingungen nicht gleich gewesen. Bei Bestim- 
mung der Aktivitit ,,Milligramm Maltose“ ist die KEnzymkonzen- 

| tration eine andere gewesen als bei Untersuchung von Gerste und 
ex. ' Roggen. 
ens Bei Untersuchung der Mutarotation der Hydrolyseprodukte 
(Tab. IV—VII) hat es sich gezeigt, daB die Amylasen des Hafers 
mit den entsprechenden Amylasen der Gerste*) und des Roggens’) 
vollstiindig iibereinstimmen, indem die Saccharogenamylasen als 
§-Amylasen, die Dextrinogenamylasen als a-Amylasen charakte- 
risiert werden. 





*) Ohlsson, Diese Z. 189, 17 (1930). 
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Zur Kenntnis des per os wirksamen blutzuckersenkendey 
Prinzips der Zwiebeln (Allium sativum). 


1. Mitteilung. 


Von 
Per Laland und 0dd Wage Havrevold. 


Mit 6 Figuren im Text und auf Tafel I. 


(Aus dem chemischen und biologischen Laboratorium der Firma Nyegaard und (o., 
Oslo, Norwegen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. September 1933.) 


Seit der Veréffentlichung iiber die innere Sekretion der 
Bauchspeicheldriise durch Banting und Best im Jahre 1923 
und der sich daran anschlieBenden Darstellung des Insulins haben 
zahlreiche Forscher sich damit beschiftigt, ein, wenn auch nicht 
identisches, so doch analog wirkendes Priparat aus pflanzlichen 
Stoffen herzustellen. Man ist hierbei von der Tatsache aus- 
gegangen, daB mehrere niedere Pflanzenarten, z. B. die Saccharo- 
myceten imstande sind Glykogen zu bilden. Weiterhin wnubte 
man, dab die Zwiebel Glykose zu verbrennen vermag. Unter der 
Annahme, daB eine Verbrennung oder Polymerisation von Glykose 
im Organismus die Gegenwart eines insulinihnlichen Stoffes er- 
fordere, werden pflanzliche Extrakte hergestellt, die dann auch 
teilweise bei Injektion — an Kaninchen — einen betriichtlichen 
Blutzuckerfall hervorgerufen haben. Am besten bekannt sind 
auf diesem Gebiet die Arbeiten von Collip’) und Sippola.’) 

Collip injizierte Hefe-, Weizen-, Gras-, Zwiebel- und Zwiebelkraut- 
extrakte Kaninchen und pankreasektomierten Hunden. Durch regelmiibige 
Blutzuckeruntersuchungen konnte er einen ziemlich konstanten Fall der 
Blutzuckerwerte feststellen, welche normalerweise bei fastenden Kanin- 
chen bei 80—130 mg-°/, herum lagen. Die Werte sanken auf 40—50 mg-*);, 
der gréBte Abfall der Werte erfolgte nach 16—18 Stunden. Dem Abfallen 


der Blutzuckerwerte ging gewéhnlich ein enormer Anstieg dieser Werte 
voran, hierbei waren Werte von 200—300 mg-°/, das iibliche. Es gelang 
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‘hm auch bei mehreren pankreasektomierten Hunden eine Senkung des 
Blutzuckers zu erzielen, gleichzeitig ging die vorhandene Glykosurie zuriick 

ier sie verschwand ganz. In einem Fall gelang es ihm, einen solchen 
Hund 66 Tage am Leben zu erhalten. Der Blutzucker schwankte zwischen 
300 mg-°/, und den normalen Werten. Es gelang mehrmals somit, voriiber- 
vebend zuckerfreien Harn zu erhalten. Der Hund bekam 3 mal Zwiebel- 
xsrautextrakt subcutan injiziert, und zwar am 5., 8. und 43. Versuchstag, 
wobei die injizierte Menge 500, 700 und 300g Zwiebelkraut entsprach. 
‘Indessen waren diese Extrakte nicht steril, das Tier bekam groBe Abszesse, 
die gedftnet und driniert wurden. Es ist nicht unwahrscheinlich, daB diese 
Abszesse blutzuckersenkend gewirkt haben. Weiterhin zeigte Collip, daB 
sich im Blut eines derart injizierten Tieres ein blutzuckersenkendes Prinzip 
yorfnden mu8: wenn er Blut des ersten Versuchstieres anderen, neuen 
Tieren injizierte, trat bei diesen eine Senkung des Blutzuckers ein, aller- 
dings erst nach mehreren Tagen. Die in dieser Weise behandelten Tiere 
starben und die Méglichkeit einer toxischen Wirkung lift sich nicht aus- 
schlieBen. Kurz vor ihrem Tod verfielen die Tiere in Krimpfe, die Blut- 
zuckerwerte waren bis auf 10—15 mg-°/, gefallen. Ihr Zustand lieB sich 
durch Glykoseinjektionen bessern, aber nur fiir ein paar Stunden. Nach 
einer voriibergehenden Besserung starben alle Tiere. 

Die angewandten Priiparate waren verhiltnismifig einfache Extrakte, 
die mit Alkohol, Aceton, Wasser und ihnlichem zumeist aus Hefe und Zwiebel- 
kraut erhalten wurden. Beziiglich des wirksamen Prinzips werden fol- 
gende Angaben gemacht: 1. Es ist wirksam nach Autoklavieren bei 15 Atm. 
Druck. 2. Es ist dialysierbar. 3. Seine wiBrigen Lésungen kénnen iiber 
freier Flamme eingedampft werden. 4. Es befindet sich nach Behandlung 
des ,,Passageblutes“ mit Wolframsiure im Filtrat. 5. Die tédliche Dosis 
des Passageblutes betriigt 0,05 cem bei erwachsenen Kaninchen. 

Collip war der Meinung, ein neues Hormon gefunden zu haben, 
dem er den Namen ,,Glucokinin“ gab, um damit dessen Wirkung auf die 
Kinetik der Glykoseverbrennung zum Ausdruck zu bringen. 

Sippola*) hat eine Reihe von héheren Pflanzen und Mikroorganismen 
auf insulinihnliche Stoffe untersucht. Er zitiert zuerst eine Reihe von 
Arbeiten, bei welchen blutzuckersenkende Wirkungen gefunden wurden, 
auf die wir hier nicht naéher eingehen, aber in der literarischen Ubersicht 
hinweisen*~**), Sippola bemerkt weiterhin, daB sowohl diese Stoffe wie 
ihr Wirkungsmechanismus vollkommen unbekannt seien. In vielen Arbeiten 
kommen sehr unreine Extrakte, aus reichlichen Mengen Ausgangsmaterial, 
zur Anwendung. Sie enthalten deshalb viele und diuBerst verschiedenartige 
Stoffe. Die durch sie hervorgerufene Blutzuckersenkung miisse deshalb 
auf Ursachen zuriickgefiihrt werden, welche nichts mit der Kohlehydrat- 
verbrennung im Organismus zu tun hitten, sie kénne z. B. toxischer Natur 
sein. Er bezweifelt die Berechtigung eines Analogieschlusses gegeniiber 
dem Insulin. 

In seiner eigenen Arbeit versucht Sippola, den Wirkstoff so rein 
wie méglich darzustellen, und er bedient sich hierbei derselben Arbeits- 
Weise, die zur Gewinnung von Insulin fiihrt. Sie ist im wesentlichen 
modifiziert nach Dudley) sowie Dodds und Dickens.") Ausgangs- 


material sind hauptsichlich Milchsiurebakterien (auf Grund von Analogie- 
schliissen zwischen der Milchsdurebildung dieser Bakterien und der Milch- 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CC X XI. 13 
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siurebildung im Tierkérper), sowie Kartoffeln, Haferspelzen, Weizenkleie 
und griine Rhabarberblitter. 


Aus 1 kg Kartoffeln erhielt er nach obenstehendem Verfahren‘) 1") 
etwa 200 mg wirksamen Stoff als Hydrochlorid. Die Substanz war eiy 
grauweiBes, amorphes Pulver, das Schwefel und Stickstoff enthielt. Es war 
in Wasser und verdiinnten Siuren ziemlich leicht léslich und gab schwache 
Biuretreaktion; bei pq 4,7—5,9 flockte es teilweise aus. 


Bei Gaben von 4—7 mg in steriler physiologischer Kochsalzlisung, 
intravenés injiziert per Kilogramm Kaninchen erzielte Sippola eine Blut. 
zuckersenkung von 20—40 mg-?/,. Die Wirkung war maximal nach zwe; 
Stunden. Bei vielen Tieren traten Vergiftungserscheinungen auf, Muskel- 
schwiiche, Lihmung der Hinterbeine, Unruhe und Atemnot. Einige Fille 
erinnerten an das Bild des hypoglykiimischen Schocks, traten jedoch bei 
wesentlich héheren Blutzuckerwerten auf, als es bei diesen der Fall war, 
Auch war die Wirkung von Glykoseinjektionen nicht so markant wie beim 
Insulinschock. In seiner SchluBfolgerung sagt er: In den Zellen der Pflanzen 
und mehrerer Bakterien finden sich Stoffe vor, die subcutan oder intrayenis 
bei Kaninchen injiziert Blutzuckersenkung bewirken. Die Substanz wird 
nach demselben Prinzip wie Insulin gewonnen. Die besten Ergebnisse 
wurden durch Extraktion des Ausgangsmaterials mit saurem Alkohol oder 
durch Acetonextraktion des mit Pikrinsiure verriebenen Materials er- 
halten. 

Sauere wiBrige Ausziige waren unwirksam. Ungeniigend gereinigte 
Priiparate riefen Vergiftungserscheinungen hervor, die eine gewisse Ahn- 
lichkeit mit dem hypoglykimischen Schock zeigten, jedoch bei gleichzeitig 
relativ héherem Blutzuckerspiegel. Durch Adsorption mit Knochenkohle 
wurden die reinsten Priiparate erhalten. Diese wirkten bereits in Dosen 
von wenigen Milligramm und gaben nur geringe Vergiftungsphiinomene. 
Die Pikratpriparate fiihrten sehr oft zu Vergiftungssymptomen. Der Blut- 
zuckerfall, der in einzelnen Fallen iiber 40°/, betrug, war nach 2 Stunden 
am stirksten ausgepriigt und erstreckte sich oft iiber mehrere Stunden. 
Echte hypoglykimische Krimpfe wurden nie beobachtet. Abgesehen von 
einigen wenigen qualitativen Reaktionen ist die chemische Natur des wirk- 
samen Stoffes vollkommen unbekannt. Er scheint sich nur in geringen 
Mengen vorzufinden. Die Wirkung dieses Stoffes auf den Kohlehydrat- 
stoffwechsel kann nur durch Untersuchungen iiber die Wirkung auf das 
Leberglykogen, den Blutphosphor, die Blutmilchsiure und die Gewebs- 
oxydasen studiert werden. 


Unsere Untersuchungen wurden stets, von einigen wenigen 
Versuchen mit Kartoffeln abgesehen, mit Zwiebeln vorgenommen, 
wobei wir Allium sativum als Ausgangsmaterial beniitzten. In 
erster Linie haben wir diese Pflanze als Ausgangsmaterial gewiililt, 
da sie pflanzenbiologisch betrachtet eine sehr kriiftige Glykose- 
verbrennung unterhilt. AuBerdem ist die Zwiebel sowohl in Nor- 
wegen wie in Mitteleuropa ein altes Volksmittel bei Zucker- 
krankheit. Meist kommen hierbei Abkochungen zur Anwendung 
und yon vielen Seiten wird diesen eine gute Wirkung nach- 
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kleie [BF gesagt. Weiterhin zielten unsere Versuche, zum Unterschied von 

denen anderer, darauf hin, ein Praparat herzustellen, das per os 
‘oi. fF \virksam ist. Denn wir sind der Ansicht, da das Insulin alle 
rein [fF die guten Kigenschaften besitzt, die man in der Praxis von einem 
‘wat | priparat verlangen darf, wenn es subcutan angewendet werden mub. 


vache —" + ot ; 
; Anfinglich wurden unsere ersten Versuche mit ziemlich un- 


reinen Ausziigen aus gewohnlichen Kiichenzwiebeln vorgenommen. 


4 Wir begannen damit im Marz 1932, die verwendeten Zwiebeln 
zwei ff waren vom Herbst 1931 und somit ?/, Jahr alt. Diese Tatsache 
iskel- JF hat, worauf wir spiter zuriickkommen werden, eine bedeutende 
"i = Rolle in unseren Versuchen gespielt. Da unsere ersten Versuche: 
war, | Lingabe der Zwiebelextrakte mit der Magensonde, einen deutlich 
beim @  blutzuckersenkenden Effekt hatten, begannen wir nun mit Ver- 
anzen ff suchen zur Darstellung gereinigter Ausziige mit derselben Wir- 
vends # kung, um in diesen die Natur der verschiedenen Stoffe chemisch 
te - a ermitteln. 

alli Die ersten Stoffe, die wir in diesen Extrakten nachweisen 


s er [—  konnten, waren eine Reihe organischer Sulfide. Hierbei konnten 
| wir das Ergebnis einer Arbeit von Semmler'!®) bestiitigen, worin 


_— er die Gegenwart mehrerer organischer Sulfide in den itherischen 


. Olen der Zwiebel nachgewiesen hat. 
kohle Diese Sulfide haben wir als Bestandteile der verschiedenen 
Dosen fF Fraktionen, teils unrein, teils etwas reiner, untersucht. Sie bewirk- 
mene. J ten, besonders in den Atherausschiittelungen der Wasserdampf- 
en | destillate, zum Teil kriftige Blutzuckersenkungen. Hingegen brachten 
line die reinen Sulfide entweder keine oder nur geringe Wirkung 
n von hervor. Im Mai und Juni 1932 wurden befriedigende Versuche 
wirk- J an einem pankreasektomierten Hunde vorgenommen, da wir auch 
_ hier durch perorale Verabreichung des Priparats Blutzuckersenkung 
yal erreichten. Im August 1932 wurden die Versuche fortgesetzt, aber 
.webs) ff 2U unserem Erstaunen konnten wir unsere anfinglichen Ergebnisse 
_ ulcht bestétigen. Die nach dem im Friihjahr bereits verwendeten 
given Verfahren hergestellten Extrakte sahen anders aus und unter- 
eee schieden sich auch in chemischer Hinsicht wesentlich von den 
Jn & ‘iheren. Unsere Extrakte hatten wir, abgesehen von einigen 
vahlt,  >Uchproben auf spezielle Gruppen, auf folgende Stoffe gepriift: 
Kose. | HiweiBstoffe. 2. Reduzierende Stoffe. 3. Oxydierende Stoffe. 
Nore PF * Phenole. 5, Alkaloide. 6. Purinderivate. 7. Untersuchung des 
cker- | 2x i allen Extrakten, der Zwiebelmasse und im Saft. 
due Wihrend wir in den im Frihjahr hergestellten Extrakten 
aac, aus Zwiebeln, die mindestens ein halbes Jahr gelagert hatten, 
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nur positive Reaktionen bei der Untersuchung auf reduzierende 
und oxydierende Stoffe erhielten (Kohlehydrate konnten auf Gruyj 
der Darstellungsweise ausgeschlossen werden), erhielten wir jy 
unseren Herbstzwiebelextrakten positive Reduktionsreaktionen, go. 
wie eine deutliche und typische Alkaloidreaktion. Die oxydatiye 
Wirkung war verschwunden. LEiweifstoffe oder Phenole habe; 
sich weder in dem alten, noch in dem neuen Extrakt nachweisey 
lassen. Es schien also, als ob die Wirksamkeit der Ausziige 
von der Lagerzeit der Zwiebeln abhingig ware und als ob das 
wirksame Prinzip von einem oxydierenden Komponenten begleitet 
sei, wihrend das Alkaloid in einer Form vorlige, die mit den 
gewohnlichen Alkaloidreagentien keine Fiallungen erzeugte. In 
der Annahme, dafB die Lagerung eine Hydrolyse des Alkaloids 
bewirkt habe, versuchten wir diesen ProzeB in vitro in Form 
einer gewohnlichen Siéurehydrolyse nachzuahmen. Dieser folste 
eine Wasserdampfdestillation, zuweilen unter Alkalizusatz, um die 
vorhandenen Alkaloidbasen frei zu machen. Das Destillat wurde 
mit Kochsalz gesittigt, mit Ather ausgeschiittelt, und dieser iiber 
Natriumsulfat getrocknet. Darauf folgte Abdestillieren des Athers. 
Der Riickstand war eine 6lartige, gelbbraune, flieBende Masse 
von durchdringend aromatischem Geruch, jedoch nicht deutlich 
nach Zwiebeln. 

Ein salzsaurer Auszug dieses Oles gab starke Alkaloidreaktion, 
reduzierte ammoniakalische Silberlésung nicht, und oxydierte Jod- 
kaliumstiirke nicht regelmiBig. 

Bei diesem Verfahren erhielten wir ein Priparat, das ziem- 
lich konstant eine Senkung des Blutzuckers hervorrief (bei per- 
oraler Verabreichung), ab und zu war die Wirkung erstaunlich 
groB, manchmal konnte sie ganz ausbleiben. Anderungen in den 
Darstellungsmethoden der verschiedenen Fraktionen, z. B. Ver- 
inderungen der Hydrolysezeit, Aufnehmen der Fraktionen in 
Pufferlésungen von wechselndem p,,, Zusatz von oxydierenden 
oder reduzierenden Substanzen, Herstellung in indifferenten Gas- 
atmosphiiren usw. fiihrten zu ebenso inkonstanten Ergebnissen. Eine 
Veriinderung, die den einen Tag zu befriedigenden Resultaten 
fiihrte, war am anderen Tag vollkommen unwirksam und un- 
gekehrt. Aus allen Versuchen ergab sich jedoch das eine: as 
wirksame Prinzip war in der einen oder anderen Weise an das 
Alkaloid gebunden, doch war unméglich zu entscheiden auf welche 
Art und Weise. Es schien so, als ob das wirksame Prinzip eit 
intermediiires Produkt zwischen zwei unwirksamen Formen des 
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Alkaloids wire. Es war nur schwer von den begleitenden Sulfiden 
mu trennen, und deren Verhalten lieB uns lange Zeit glauben, dab 


rende 
rund 
































ir iy & ein sauerstofffreies, fltiichtiges Alkaloid vorlige. Wir méchten noch 
l, S0- bemerken, daB die am weitestgehend gereinigten Alkaloidlésungen 
lative [| mebr und mehr an Geruch und Farbe verloren. 
haben Da es den Anschein erweckte, als ob die Gewinnung einer 
reise, [— wirklich haltbaren und wirksamen Fraktion auf allzu grofe 
Sziige Schwierigkeiten stoBen wiirde, beschriinkten wir uns vorerst dar- 
b das JE auf, die Isolierung des Alkaloids zu versuchen. Dies ist uns bis 
‘leitet JF zu einem gewissen Grade gelungen, doch ist diese Isolierung 
t den JF immer noch mit groBen technischen Schwierigkeiten verkniipft. 
. In IE Die Darstellung des biologisch aktiven Prinzips ist spiiteren Ver- 
aloids J— suchen vorbehalten. 
Fon §& Auf Grund unserer Ergebnisse vermuteten wir, daB ein thermo- 
folate [— stabiler, wasserléslicher Stoff vorliegen miisse, der entweder allein 
m die [— oder zusammen mit anderen Stoffen bei peroraler Verabreichung 
vurde [— eine insulinihnliche Wirkung entfalten kénne. 
ibe & Bei unseren Untersuchungen ergab sich auch, daf alle wirk- 
thers. J— samen (blutzuckersenkende) Fraktionen sowohl Schwefel wie auch 
Masse [& Alkaloide enthielten, wihrend in unwirksamen entweder nur 
atlich Schwefel, oder nur Alkaloid, oder keines von beiden nachweisbar war. 
Um das oben beschriebene ,,wirksame“ Ol, das sowohl Schwefel 
ction, & (als Disulfid) wie auch Alkaloid enthielt, niiher zu untersuchen, 
Jod- {§ nahmen wir eine fraktionierte Destillation im Hochvakuum vor, 
| wobei 10 ccm des Oles, gewonnen aus 1000 kg Zwiebeln, zur An- 
ziem- [—& wendung kamen. Die Darstellungsmethode des Oles ergab sich, 
per- [—& da wir vorsichtigerweise mit der Gegenwart eines vielleicht fliich- 
lich f& tigen Alkaloides rechneten, in folgender Weise: 
idn & 1. Die gemahlene Zwiebelmasse wird mit Kalkmilch alkalisch 
Ver- @ gemacht und dann 2. im strémenden Wasserdampf bei Vakuum 
n in @& destilliert (p,, etwa 8). Beziiglich des Zusatzes der Kalkmilch 
nden (% ist zu erwihnen, daB der Grad der Alkalisierung eine wesentliche 
Gas- [— Rolle spielt. Wird zuviel Alkali zugesetzt (p,, 9—10), so ent- 
Kine weicht Ammoniak, und die Wirksamkeit wird stark herabgesetzt 
taten @& oder verschwindet ganz. 3. Das Wasserdampfdestillat wird mit 
um- —& Oxalsiiure angesiiuert (wobei das Alkaloid in sein Oxalat iiber- 
Das f% setiihrt wird), und wird im Vakuum auf den zehnten Teil seines 
1) das fF Volumens eingeengt. 4. Die eingeengte Lésung wird mit Soda 
elche —® gegen Lackmus schwach alkalisch gemacht (wobei des Alkaloid 
p ein erneut als Base freigemacht wird). 5. Die alkalische Fliissigkeit 


. des J wird mehrmals mit Ather ausgeschiittelt, 6. der Ather wird iiber 
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Na,SO, getrocknet. 7. Abdampfen des Athers auf ein kleine; 
Volumen, Vereinigen der verschiedenen Portionen, Abdestillicre; 
des Athers auf einen kleinen Rest von etwa 10 ccm. Man erhjj; 
ein braunes, aromatisch riechendes Ol, das starke Schwefel- unj 
Alkaloidreaktion gibt. 

Die Hochvakuumdestillation erfolgte in einer Wasserstof. 
atmosphire. Ubereinstimmend mit Semmler?®) erhielten wir drei 
Fraktionen, die starke Schwefel-, aber keine Alkaloidreaktioy 
ergaben. Als Rest erhielten wir, ebenso wie Semmler, eine zihe, 
braune, dlartige Masse. Diese gab starke Schwefel- und Alkaloid. 
reaktion. Auf Kinzelheiten bei der fraktionierten Destillatioy 
im Hochvakuum werden wir in einer spiteren Arbeit zuriick. 
kommen. Die in der beschriebenen Weise erhaltenen drei Fraktionen 
stimmen in ihren Eigenschaften mit den von Semmler nit. 
geteilten Ergebnissen iiberein, wovon wir uns durch Analysen iiler- 
zeugen konnten. 

Der braune, dlartige Destillationsriickstand wurde in ver- 
diinntem Alkohol aufgenommen und in Lésung mittels Knochen- 
kohle entfirbt. Der Alkohol wurde teilweise abdestilliert, und es 
wurde versucht, aus der derart eingeengten Lisung Krystalle 
zu erhalten, was uns jedoch nicht gelang. Die Krystallisations- 
versuche wurden mit einer Reihe anderer Lésungsmittel wieder- 
holt, doch stieBen wir hierbei auf Schwierigkeiten. Der stirende 
Faktor schien eine kleine Menge Sulfide zu sein, in denen das 
Alkaloid leichter léslich war als in den verschiedenen Lisungs- 
mitteln. SchlieBlich gelang es, die Sulfide mit einer eiskalten 
Mischung von Methylalkoholither (+10°) herauszulésen, wobe! 
eine unreine Krystallmasse zuriickblieb. Die erhaltene Krystallmasse 
léste sich leicht in warmem Methylalkohol, aus welchem sie bei 
Abkiihlen auf +10° auskrystallisierte. Nach mehrmaligem Un- 
krystallisieren erhielt man schéne fiinfeckige, prismenférmige, far)- 
lose Krystalle, die bei 174° (scharf) schmolzen (vgl. Tafel I). 


Reaktionen des Alkaloids. 


A. Fillungsreaktionen. 

Goldchlorid: gelbe, feinkrystalline Fiallung. 
Platinchlorid: weiBe Fallung. 
Quecksilberchlorid: weige Fillung. 
Jod—Jodkalium: gelbe Fillung. 

Mayers Jodkalium: weife, krystalline Fiallung. 
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6. Wismut—Jodkalium: braungelbe Fiillung. 
7. Pikrinsiure: gelbe, krystalline Fallung. 
8. Pikrolonsiure: gelbe Fiallung. 


B. Farbenreaktionen. 


1. Konzentrierte Schwefelsiiure: citronengelb. 

2. Konzentrierte Salpetersiure: hellgelb. 

3, Fréhdes Reagens: schmutziggriin, schneller Umschlag nach 
rotbraun. 

4, Erdmanns Reagens: rotorange, Umschlag nach Orange. 

5. Formalinschwefelsiiure: blauviolett, Umschlag iiber Griin- 
gelb nach Gelb. 


Vieles spricht dafiir, daB die isolierte Substanz ein Alkaloid 
ist, und bei der bekannten starken biologischen Wirksamkeit 
dieser Gruppe liegt es natiirlich nahe, das blutzuckersenkende 
Prinzip mit dem Alkaloid in Verbindung zu setzen. Wir haben 
konstatieren kénnen, dai die Wirksamkeit der verschiedenen 
Fraktionen stets an das gleichzeitige Vorkommen von Alkaloid und 
organischen Sulfiden gebunden ist. Die isolierten Sulfide allein haben 
anscheinend keinen blutzuckersenkenden Effekt. Die mit den ver- 
schiedenen Fraktionen und Priiparaten erhaltenen Ergebnisse lieBen 
sich zum wiederholten Male reproduzieren. Versuche, die wir unter- 
nahmen um aus dem reinen Alkaloid und den in den Zwiebeln vor- 
kommenden Sulfiden ein Priparat herzustellen, fiihrten nur teilweise 
zum Ziel, indem die verschiedenen Fraktionen sich als wirksamer 
erwiesen wie die durch kiinstliche Vereinigung beider Komponenten 
erhaltenen. 

Da es unsere Absicht war, unsere Priparate klinisch nach- 
zupriifen, begannen wir aufs neue mit Versuchen, ein Priparat 
herzustellen, dessen Wirksamkeit und besonders Haltbarkeit gréber 
sein sollte als die der bisherigen Priparate. Wie aber aus den 
nachstehenden Kurven ersichtlich, waren die Ergebnisse nicht 
immer konstant. Auch gelang es uns nicht, Priiparate herzustellen, 
die mehr als einige Tage haltbar gewesen wiiren. Aus diesem 
Grund sahen wir von einer klinischen Priifung ab. Wir muBten 
schlieBlich einsehen, daB der Gehalt der Fraktionen an aktiven 
Stoffen nach Belieben schwankte, ohne daf wir den ProzeB zu 
beherrschen vermochten. Es hatte den Anschein, als ob das aktive 
Prinzip, hergestellt aus neuen Zwiebeln, ein Stoff wire, der nur 
intermediér, als Bindeglied zwischen zwei inaktiven Formen, 
auttrete. Uber seine Natur kann man nur Vermutungen jufern. 
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Wir nehmen an, daB das aktive Prinzip als Alkaloid in de, 
neuen Zwiebeln praformiert enthalten ist. Wahrend des Lager 
findet eine Umlagerung des Alkaloids statt, wobei gleichzeitig cine 
Bindung an den Schwefel der Disulfide erfolgt. Wahrscheinlic) 
spielen auch Methoxylgruppen des Alkaloids bei diesem Proze 
eine Rolle. 

Ks sei auch erwihnt, daf wir waibrend der Untersuchungen 
mit den verschiedenen Fraktionen sehr oft eine Blutzucker. 
erhéhung als Initialwirkung sahen. Es gelang uns durch verschie- 
dene Manipulationen eine bestimmte Fraktion mit ausschlieflich 
blutzuckererhéhendem Effekt zu isolieren, und zwar in folgender 
Weise: 

1. Zwiebeln werden gemahlen und bei 100° im strémenden 
Dampf destilliert. 2. Dem Destillat werden 10°/, seines Volumens 
an Kochsalz zugesetzt und portionsweise 3mal mit dem gleichen 
Volumen Ather ausgeschiittelt. 3. Abdunsten des Athers in CO,- 
Atmosphire. Trocknen mit Na,SO, iiber Nacht. 4. Abfiltrieren 
und vorsichtiges Abdestillieren. Man erhilt einen intensiv und 
schlecht riechenden, klaren, gelben, dlartigen Rest. 5. Das Ol 
wurde mit 96°/, Alkohol behandelt, bis alles in Alkohol Lisliche 
entfernt wurde. Als Riickstand nach der Alkoholbehandlung erhielt 
man einen weifen Stoff, der sich im Mikroskop als krystallin er- 
wies. 6. Dieser krystalline Rest wurde mit 80°/, warmem Alkolol 
behandelt, wobei etwa 20°/, in Lésung gingen. Der Rest nach 
der Behandlung mit 80°/, Alkohol erwies sich unléslich in warmem 
Wasser, geht aber in Lésung mit Salzsiiure. Innerhalb 24 Stunden 
krystallisierten aus dieser salzsauren Lisung einige tafelférmige 
Schuppen, welche bei weiterem Zusatz von Wasser wieder in 
Lésung gingen. Diese Fraktion wurde nun an einer Reihe Kanin- 
chen in Form peroraler Verabreichung gepriift. Die Fraktion ergal 
in simtlichen Fillen eine charakteristische Erhéhung des Blut- 
zuckers. Die Fraktion wurde wegen ihrer geringen Menge nicht 
niher chemisch untersucht. Nach unserer Ansicht ist diese Fraktion 
die Trigerin des blutzuckererhéhenden Prinzips, das so oft bei 
unseren Versuchen nachweisbar ist, aber doch zumeist von dem 
gleichzeitig vorhandenen blutzuckersenkenden Prinzip tiberdeckt wird. 


Methodik. 


Die Versuchstiere. Als Versuchstiere haben hauptsiichlich 
Kaninchen von 2—3 kg Gewicht gedient. RegelmaBig 24 Stunden 
vor Beginn der Versuche hungerten die Tiere, die Nahrung be- 








n den 
ACerS 
g eine 
inlich 
-rozes 


ungen 
acker. 
schie- 
eblich 
‘ender 


enden 
mens 
ichen 
U0, - 
‘leren 
und 
s 0 
sliche 
rhielt 
n er- 
<ohol 
nach 
men 
nden 
mige 
r in 
\nin- 
rab 
slut- 
Licht 
tion 
bel 
dem 
vird. 


lich 
den 
be- 





Zur Kenntnis des per 0s wirksamen, blutzuckersenkenden Prinzips usw. 189 


stand gewohnlich aus Hafer, Heu, Milch, Wasser und etwas Kohl. 
Jedes Kaninchen wurde wihrend eines Zeitraumes von 8—10 Stunden, 
im Hungerzustande, mehrmals untersucht, um die Tagesschwan- 
kungen des Blutzuckers zu ermitteln. Es ist dies im Hinblick 
auf die Arbeiten Forsgrens’*) geschehen, der eine rythmische 
Funktion der Leber mit einer assimilatorischen und einer sekre- 
torischen Phase annimmt. Weiterhin wurden siimtliche Tiere 
kontrolluntersucht, um die Blutzuckerschwankungen festzustellen, 
welche eintraten, wenn die Tiere statt der verschiedenen Frak- 
tionen nur Wasser in derselben Menge bekamen. Hierbei zeigte 
es sich, daB neue Tiere nahezu immer mit einer Steigerung des 
Blutzuckers im Verlauf der ersten Stunde nach Einfiihrung der 
Sonde reagierten. Sobald jedoch nach einigen Versuchen Ge- 
wohnung eingetreten war, trat weder auf Sondeneinfiihrung noch 
auf Blutentnahme eine Reaktion ein. Es wurden stets 3, 2 und 
1 Stunde vor Beginn der Versuche mit den verschiedenen Pri- 
paraten Blutproben von den hungernden Kaninchen genommen. 

Die Bestimmung erfolgte nach Hagedorn-Jensen, der 
Blutzucker wurde in der ersten Stunde viertelstiindlich vor- 
genommen, spaiter nach 1?/,, 2, 3, 4 und 5 Stunden. Eine grofe 
Anzahl der Tiere wurde in analoger Weise auch an den folgenden 
Tagen untersucht, also nach 40—90 stiindigem Hungern, sie hatten 
in der Zwischenzeit nur Wasser zu trinken bekommen. Teil- 
weise wurde dasselbe Priparat verwendet, teilweise aber nichts 
appliziert. Zweck dieser langdauernden Versuche war festzustellen, 
ob sich eine verzégerte Blutzuckersenkung nachweisen lieBe, wie 
sie Collip?) beschrieb. Unsere Versuche vermochten teilweise 
Collips Ergebnisse zu bestitigen, meist fanden wir Blutzucker- 
werte von 70 mg-°/, und weniger (doch nicht unter 65 mg-°/,) iiber 
mehrere Tage. Tiere, die friiher nicht zu Versuchen verwandt 
worden waren, hatten nie unter 80 mg-°/,. Ferner haben wir 
den Gehalt des Blutes an anorganischen Phosphaten bestimmt 
nach der Methode von Fiske und Subarrow, weil Phosphat- 
und Blutzuckerspiegel méglicherweise parallel verlaufen. Bei 
Kaninchen waren indessen diese Versuche in ihren Ergebnissen 
unsicher, 

Ein Teil unserer Versuche ist an pankreasektomierten Hunden 
vorgenommen. Diese Tiere waren nicht im voraus auf eine be- 
stimmte Diit gesetzt, eine Acidose ist somit bei ihnen nicht auf- 
getreten, wie sie Langfeldt®.) beschreibt. Hingegen wurden sie 
diabetisch, mit Glykosurie und Hyperglykimie, die Zuckertoleranz 
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war stark herabgesetzt. Als Nahrung diente Fleisch, Brot, Mile) 
sowie rohes Pankreas. Simtliche Hunde waren 5 Tage vor jeden, 
Versuch auf diese Kost gestellt. 

Sowohl der Gesundheitszustand der Hunde wie der der Kanip. 
chen wurde wihrend der Versuche genau auf Krampfe, Somnolenz, 
Schwiiche der Hinterbeine und ihnliche Erscheinungen kontrollier:. 
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KurvengruppeIA. 4,5.1932. 3 Kaninchen. 24stiindiges Hungern. 
Gewicht: 2—2,5 kg. 

Priparat: Gewohnliche Kiichenzwiebel, 2 Stunden am Riickflub ge- 
kocht, kolieren, abpressen. Leicht triiber Saft von starkem Zwiebelgeruch. 
Pp vor dem Kochen 5,68, nach Kochen 5,55. 

Dosis: 100 cem per os, Magensonde. Entspricht 80 g Zwiebel. 

Wirkung: Steter Blutzuckerfall auf 20 mg-°/, unter den Niichtern- 
wert, nach 5 Stunden. 

Zustand der Tiere: Andauernd gut. Keine Vergiftungserscheinungeu. 


Kurvengruppe IB, 6.5.1932. 5 Kaninchen. 24stiindiges Hungern. 
Gewicht: 1,9—2,4 kg. 
Priparat: Wie unter IA, 48 Stunden im Eisschrank aufbewahrt. 
Dosis: Wie unter IA. 
Wirkung: Verlust der blutzuckersenkenden Wirkung. Hingegen starke 
BlutzuckererhOhung. Man kénnte eine Adrenalinwirkung als Folge eines 
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Shocks annehmen, doch ist dies unwahrscheinlich. Auch bei spiiteren Frak- 
tionen fand sich die Blutzuckererhéhung wieder, in einigen Fraktionen hat 
sich dieses Prinzip sogar von dem blutzuckersenkenden Prinzip trennen 
lassen. AuBerdem tritt bei keinem der Kaninchen Shockwirkung bei Kontroll- 
yersuchen mit Wasser auf. 

Zustand: Andauernd gut. Keine Vergiftungserscheinungen, 


Kurvengruppe IT, 23.5.1982. 5 Kaninchen. 24stiindiges Hungern. 
Gewicht: 2—2,4 kg. 

Priparat: PreBsaft von gewéhnlichen Zwicbeln. Klarer, stark 
riechender Saft, abzentrifugiert. py 5,53. 

Dosis; 45 cem = 70 g Zwiebel per os. 

Wirkung: Nach 1'/, Stunde Ansteigen des Blutzuckers, darnach steter 
Fall auf 28 mg-°/, unter den Niichternwert nach 5 Stunden. 

Zustand: Andauernd gut. Keine Vergiftungserscheinungen. 


Kurvengruppe IIIA, 21.6.1932. Pankreasektomierter Hund. 
24 stiindiges Hungern. Gewicht: 6 kg. 

Priiparat: Zu gemahlenen Zwiebeln wird eine Menge Wasser, gleich 
dem halben Volumen der Zwiebelmasse gesetzt und mit Wasserdampf destil- 
liert, bis das Destillat nicht mehr nach Zwiebeln riecht. Dem Destillat wird 
Kochsalz (10°/, seines Gewichtes) zugesetzt und 3 mal mit Ather ausge- 
schiittelt. Ather wird iiber Na,SO, getrocknet, filtriert und abdestilliert. 
Man erhilt als Riickstand ein gelbes Ol, das beim Erkalten fest wird. Ge- 
ruch schwach aromatisch, etwas fhnlich dem der Zwiebel. Beim Zusatz des 
Wassers tritt milchweiBe Triibung auf. 

Dosis: 50 cem = 125 g Zwiebeln per os. 

Wirkung: Nach 4), Stunde Fall auf 30 mg-°/,, darnach steter Fall bis 
52 mg-°, unter den Niichternwert. Urinzucker 6 Stunden nach Einnahme 
des Priiparates verschwunden, lag bei Beginn bei 2°),. 

Zustand: Andauernd gut. 

Kurvengruppe IIIB, 22.6.1932. Pankreasektomierter Hund. 

48 stiindiges Hungern. Gewicht: 6 kg. 

Priparat: Wie unter IIIA, 24 Stunden im Eisschrank. 

Dosis: Wie unter IITA. 

Wirkung: Analog der unter IIJA. Zuerst schneller, spiter lang- 
samer Fall auf 40 mg-?/, unter den Niichternwert, nach 5 Stunden. Harn 
andauernd zuckerfrei. 

Zustand: Dauernd gut. Ersichtlich lebhafter nach Behandlung mit 
Priparat per os. 

Kurvengruppe IIIC, 27.6.1932. Dasselbe Tier wie unter IIJA u. IIIB. 
24 stiindiges Hungern. 

Priparat: Wie unter IIIA u. IIB. 6 Tage im Eisschrank. 

Dosis: Wie unter IIIA u. IIIB. 

Wirkung: Analog mit IIIA u. DIB. Zuerst schneller Fall, dann 
steter Fall auf 48 mg-?/, unter den Niichternwert, nach 5 Stunden. Harn: 
Zucker ~- wihrend der ganzen Versuchsdauer. Ebenfalls kein Zucker in den 
6 Tagen zwischen 22. 6. und 27.6. 8 Tage nach dem Versuch vom 27. 6. 
erneute Glycosurie anhaltend bis zum Tod des Tieres 6 Wochen spiter. 
Das Tier hatte nur noch einmal von dem Priparat erhalten, am 29. 6. 
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Wegen voriibergehender Einstellung der Versuche erhielt das Tier keine 
weitere Mengen des Priiparates. 
Zustand: Dauernd ausgezeichnet. 


Kurvengruppe IITD, 29.6.1932. Dasselbe Tier wie unter III A, 
IIIB u. IIC. 24 stiindiges Hungern. 

Priparat: Wie unter IIIA, IIJB u. WIC. 8 Tage im Eisschrank 
auf bewahrt. 

Dosis: Wie unter IITA, HIB u. LIC. 

Wirkung: Nach 2 Stunden Fall der Blutzuckerwerte auf 47 mg.-’, 
unter den Niichternwert, darnach leichtes Steigen. Harn dauernd zuckerfrej, 

Zustand: Dauernd gut. Lebhaft, wie ein normales Tier. 

Es sei hier bemerkt, daB der Niichternwert des Blutzuckers bei diesem 
Hunde eine stindig fallende Tendenz zeigte, sobald mit der Verabreichung 
des Priiparates begonnen war. Vor Beginn der Versuche lagen die Blut. 
zuckerwerte zwischen 160 und 250 mg-°/,. Nach Zufiihrung des Priiparates 
sank der Blutzuckerwert auf 135 mg-°/, (nach 24 Stunden), auf 126 mg-), 
(nach 6 Tagen) und zum SchluB auf 115 mg-°/, (nach 8 Tagen). Der Har, 
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Kurvengruppe IV A, 24. 9.1932. 5 Kaninchen. 24 stiindiges Hunger. 
Gewicht: 2,5—3,2 kg. 

Priparat: Neue Herbstzwiebeln werden gemahlen und der Brei vor- 
sichtig am RiickfluB gekocht, 2 Stunden (py: 5,56). Nach Beendigung der 
Hydrolyse Destillation mit Wasserdampf, bis eine Menge gleich dem ur 
spriinglichen Volumen iibergegangen ist. Siittigen mit Kochsalz, Ausschiitteln 
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mit dem gleichen Volumen Ather (3mal). Trocknen des Athers iiber Na,SO,, 
filtrieren, abdestillieren des Athers. Der Riickstand ist ein gelbbraunes, aro- 
matisch riechendes Ol, erinnert schwach an Zwiebeln. Aufgelést in einer 
Lisung von 1 Teil Ather, 2 Teilen Alkohol und 97 Teilen Wasser. 

Dosis: 20 cem per os = 50 g Zwiebel. 

Wirkung: Kraftiger und schneller Fall des Blutzuckers nach 2 Stunden 
auf 35 mg-°/, (93 mg-°/, unter dem Niichternwert). Darnach langsames An- 
steigen des Blutzuckerspiegels, nach 5 Stunden immer noch 66 mg-°/, unter 
dem Niichternwert. 

Zustand: In der ersten Stunde unruhig, spiter somnolent. Keine 
spontanen Kri iimpfe, aber etwas Rigor, keine Parese. 5Stunden nach Versuchs- 
beginn normales Aussehen und Verhalten. Bekamen keine Glycose. 


Kurvengruppe IVB, 24.9.1932. 4 Kaninchen. 24stiindiges Hungern. 
Gewicht: 2,7—3,1 kg. 
Priparat: Wie IVA. Dosis: Wie IV A. 
Wirkung: Wie IVA. Zustand: Wie IV A. 


Kurvengruppe IV C, 26. 9.1932. 4 Kaninchen. 24stiindiges Hungern. 
Gewicht: 2,8—3,2 kg. 
Priparat: Wie unter IVA u. IVB. 48 Stunden im Eisschrank. 
Dosis: Wie unter IVA u. IVB. 
Wirkung: Unregelmifiger Anstieg des Blutzuckers, kein Fallen. 
Zustand: Dauernd gut. — Das Priiparat, das zwei Tage vorher eine 
ausgesprochene insulinihnliche Wirkung hatte, hat nunmehr seine ganze 
Wirksamkeit verloren. 


Kurvengruppe VA, 24.10.1932. 5 Kaninchen. 24stiindiges Hungern. 
Gewicht: 2,2—2,7 kg. 

Priparat: 2stiindiges Hydrolysieren der Zwiebelmasse am Riickflub, 
Abkiihlen, Zusetzen von Kalkmilch bis schwach alkalisch, steht tiber Nacht. 
Wasse rdampfdestillation wie iiblich. Zusatz von Oxalsiure zu dem alkalischen 
Destillat. Eindampfen im Vakuum, Filtrieren und Zusatz von Soda bis alka- 
lisch gegen Lackmus. 3maliges Ausschiitteln mit Ather (gleiche Teile). 
Trocknen tiber Na,SO,, Abdestillieren. Riickstand von aromatischem Geruch. 
Aufgelést in etwas salzsaurem Wasser, Filtrieren und Zusatz von 96°/, Alkohol 
(bis die Lésung 10°/, Alkohol enthilt). Das salzsaure Filtrat gab deutlich 
Alkaloidreaktion. 

Dosis: 5 cem = 50 g Zwiebel per os. 

Wirkung: Steter Fall des Blutzuckerwertes bis auf 62mg-°/, (25 mg-°/, 
unter den Niichternwert), nach 4 Stunden. 

Zustand: Dauernd gut. 


Kurvengruppe VB, 25.10. 1932. 5 Kaninchen. 24stiindiges Hungern. 
Gewicht: 2,4—2,9 kg. 
Priparat: Wie unter VA, 24 Stunden im Eisschrank aufbewahrt. 
Dosis: Wie unter VA. 
Wirkung: Nach 3 Stunden Fallen auf 65 mg-°/, (35 mg-°/, unter den 
Niichternwert), dann langsames Ansteigen. 
Zustand: Dauernd gut. 
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Kurvengruppe VC, 26.10.1932. 4 Kaninchen. 24stiindiges Hunger, 
Gewicht: 2,6—2,9 kg. 
Priparat: Wie unter VA u. VB, 48 Stunden im Eisschrank aufbewahrt, 
Dosis: Wie unter VA u. VB. 
Wirkung: GleichmiiBiger Fall bis auf 51 mg-°/, (43 mg-°/, unter dep 
Niichternwert), nach 3 Stunden. Dann gleichmiBiges Ansteigen. 
Zustand: Dauernd gut. — Diese Fraktion, die nach 48 Stunden wirk. 
sam war, verlor im Laufe von 8 Tagen allmihlich ihre Wirksamkeit. 








vast a dreary Wl 8-10-32 | 
700; | Kurvergr Wd 8-10-32 © 
GO| a ieee 

1 

g ae | Atrwengr Vil 8-7?-32 * 
N wa ,., | 
£ 30} ! ae 
S | 
\ } 
® | | 
S700 }- J 
; - oe tats MM G-F-352 | 
JO! | 

pe ae prs 
6 














“7#NG7 2 3 & F G 
| Ardoarer ~~ =~ Surcen 
| 4Er os 
Kurvengruppe VI, 8. 12.1932. 4 Kaninchen. 24 stiindiges Hunger. 
Gewicht: 2,5—2,8 kg. 
Priparat: Reines Diallyl-disulfid. 
Dosis: 1 ccm aufgeschlemmt in Wasser, per os. 
Wirkung: Keine Wirkung auf den Blutzucker. 
Zustand: Unverindert. 
Kurvengruppe VII, 8.12. 1932. 3 Kaninchen. 24stiindiges Hungern. 
Gewicht: 2,6—2,7 kg. 
Priparat: Reines Allyl-disulfid. 
Dosis: 1 ccm suspendiert in Wasser, per os. 
Wirkung: Keine. 
Zustand: Unverindert. 
Kurvengruppe VIII, 8.12.1932. 4 Kaninchen. 24stiindiges Hungern. 
Gewicht: 2,8—2,9 kg. 
Priparat: Umkrystallisiertes, isoliertes Alkaloid - hydrochlorid, 
schwefelfrei. 
Dosis: 1/,—1mg perkg. Lebendgewicht, aufgelést in Wasser, per 0s. 
Wirkung: Keine. 
Zustand: Dauernd unverindert. 
Kurvengruppe IX, 9.12. 1982. 5 Kaninchen. 24stiindiges Hungern. P| 
Gewicht: 2,6—3,1 kg. , 
Priparat: Das gereinigte und umkry stallisierte, isolierte Alkaloid 
wird in einer Mischung von Diallyl- und Allyl-disulfid aufgelést. 
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Dosis. 1/, mg Alkaloid per kg. Lebendgewicht + '/, cem von jedem 
der Disulfide. 

Wirkung: GleichmiaBiges Fallen des Blutzuckerspiegels auf 60 mg-°/, 
nach 2 Stunden (30 mg-°/, unter den Niichternwert). Darnach allmiihliches 


Ansteigen. 

Die Ergebnisse sind in den vorstehenden Kurven graphisch 
wiedergegeben, Abszisse ist die Zeit, die Blutzuckerwerte sind 
auf der Ordinate abgetragen. 


Zusammenfassung. 

1. Durch Versuche an Kaninchen und pankreasektomierten 
Hunden ist nachgewiesen, daB sich durch Verabreichung ver- 
schiedener Zwiebelextrakte per os, eine Senkung des Blutzuckers 
erreichen liBt. 

2. Das wirksame Prinzip ist wasserdampffliichtig und ither- 
lislich. Mit Hilfe dieser Eigenschaften libt es sich aus dem 
Ausgangsmaterial gewinnen. 

3. Neben dem blutzuckersenkenden Prinzip findet sich auch 
ein den Blutzucker erhéhender Stoff vor. Dieser laBt sich iso- 
lieren, er ist jedoch chemisch nicht niher untersucht worden. 

4, Die niedrigsten Werte werden nach 1—5 Stunden erhalten. 
Bei lingeren Kontrollversuchen hat sich eine Nachwirkung in 
vielen Fiillen feststellen lassen. Der Niichternwert lag mehrere 
Tage unter dem Niichternwert vor Beginn der Versuche. 

5, Die verschiedenen, von uns hergestellten, aktiven Frak- 
tionen verlieren ihre Wirksamkeit innerhalb von 1—10 Tagen beim 
Aufbewahren im Hisschrank, trotz Zusatz geniigender Mengen desin- 
nzierender Stoffe. Mikroben haben sich nicht nachweisen lassen. 

6. Selbst bei den gréBten angewandten Dosen konnten Ver- 
giftungserscheinungen nie beobachtet werden. 

7. Durch Fraktionierung im Hochvakuum und nachfolgendes 
Umkrystallisieren wurde ein weifer, krystalliner Stoff erhalten. 
Schmelzp. 174° (scharf), Die Substanz ist schwefelfrei. Sie gibt 
mit den meisten Alkaloidreagentien charakteristische Fillungs- und 
Farbenreaktionen. Wir meinen deshalb, die vorliegende von uns 
isolierte Substanz sei ein Alkaloid. Uber ihre chemische Natur 
gedenken wir in einer spiteren Arbeit zu berichten. 

8. In den wirksamen Fraktionen ist Schwefel nachgewiesen 
worden. Es scheint, als ob die gleichzeitige Gegenwart von 
Schwefel und diesem Alkaloid fiir die Wirksamkeit dieser Frak- 
tionen eine absolute Notwendigkeit ist. Schwefel (als Disulfid) 
oder das gefundene Alkaloid, jedes fiir sich, haben keine Wirkung 
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auf den Blutzucker. Das isolierte Alkaloid, zusammen mit de 
in den Zwiebeln vorkommenden Sulfiden (Allyl- und Diallyl. 
disulfid), bewirkt eine zwar schwache, aber deutliche Blutzuckey. 
senkung. 

9. Unter Abinderung der von Sippola mitgeteilten Method 
haben wir aus Kartoffeln eine ,,Pikratfraktion“ erhalten, die gp. 
wohl per os wie intravenés eine Senkung des Blutzuckers heryor. 
ruft. Daraus schlieBen wir in Ubereinstimmung mit andere, 
Forschern, daB das blutzuckersenkende Prinzip im Pflanzenreic) 
verbreitet ist. 

10. Bei der Einwirkung von Alkali auf die warme Zwiebel. 
masse entweicht Ammoniak. 

11. Analogieschliisse mit Insulin kénnen wir einstweilen ay 
Grund unserer vorliufigen Ergebnisse nicht ziehen. 
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1 aul 
Zur Charakterisierung von Proteinen hat sich die Bestim- 
mung ihrer Aussalzungsgrenzen gegeniiber Ammoniumsulfat als 
beste Methode bewahrt. Wenn auch der Mechanismus der Aus- 
_ salzung der Proteine noch unklar ist, so steht doch soviel fest, daB 
“A 2% 9B die Aussalzungsgrenzen der Kiweife, d. h. die Salzkonzentrations- 
' grenzen der KiweiBlésungen, innerhalb derer die Ausfillung er- 
folgt, von zwei Eigenschaften des Proteins abhingig sind, nimlich 
1. von der MolekiilgréBe und 2. von der Zahl und Anordnung 


1116, | der ionisierbaren Gruppen des EiweiBmolekiils. AuSerdem lassen 

hvsiol ° ° or ° 7 os T 

hysiol. J sich die Fillungsgrenzen verschieben durch Veriinderung der Wasser- 
194 [@ ‘toffionenkonzentration der Lésung und im geringeren Mabe auch 


durch groBe Veriinderung der EiweiBkonzentration, beide Méglich- 
keiten kénnen aber bei vergleichenden Untersuchungen, mit denen 
wir es in Hauptsache zu tun haben, ausgeschaltet werden. 


Eng mit dem Problem der Charakterisierung von Proteinen hingt die 


1924. Frage der Einheitlichkeit von Proteinen zusammen. Die Untersuchungen 
_ der letzten Jahre iiber die Natur der hochmolekularen Stoffe haben den 
(1923): { Molekularbegriff im alten klassischen Sinne auch fiir diese Stoffe wieder 


befestigt. So hat The Svedberg') die EiweiBkérper auf Grund ihrer 
verschiedenen Molekulargewichte in Klassen und Gruppen einteilen kénnen. 

| Wird die Lésung eines solechen hochmolekularen Stoffes, z. B. die des 

ath. 5 | Helix-Himocyanins, dessen Molekulargewicht 5000000 betriigt, als ein- 
| heitlich betrachtet, so hat der Begriff der Isomerie im Bereich dieser Makro- 

molekiile an Bedeutung verloren. Denn es ist offensichtlich, da8 in dieser 


» med. | »einheitlichen“ Lésung trotzdem, exakt gesehen, ein Gemisch von Isomeren 
vorliegen kann, deren Unterscheidungsmerkmale aber fiir uns heute inner- 
d. 53, ( alb der Fehlergrenzen der méglichen Beobachtung liegen. Damit wird aller- 


dings zugestanden, daB mit fortschreitender Methodik eine heute als ,,ein- 
heitlich* betrachtete Proteinlésung weiter aufgeteilt werden kénnte. 

Die Aufgabe, ein Proteingemisch auf seine Zusammensetzung zu 
untersuchen, kann deshalb heute nur darin bestehen, es in einzelne Typen 
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zu zerlegen, die in sich wiederum wohl ein Gemisch von Isomeren dap. 
stellen kénnen, die sich aber unseren Beobachtungsmethoden gegeniiber a); 
einheitliche Kérper verhalten. So berichteten kirzlich P. v. Mutzenbeche; 
und The Svedberg’) iiber die Méglichkeit, eine EiweiBanalyse des Blut. 
serums mit der Ultrazentrifuge durchzufiihren, d.h. aber, die im Serum 
vorliegende Proteinlésung in Proteintypen von verschiedener Sedimentations. 
konstante, also von verschiedenem Molekulargewicht aufzuteilen. Zu eine; 
weiteren Unterscheidung von Proteintypen mit gleicher Sedimentations. 
konstante benutzt neuerdings in Svedbergs Institut K. O. Pedersen: 
die Bestimmung des isoelektrischen Punktes der Proteine mit Hilfe dey 
ultraviolettphotographischen Registrierung der Wanderungsgeschwindigkeit 
der EiweiBmolekiile im elektrischen Strom bei verschiedenem py. Die Aus- 
salzung der Proteine mit Ammoniumsulfat benutzend, haben A. Schmitz 
und F. Wulkow’%) iiber eine nephelometrische Methode berichtet, die zu- 
niichst in der Hauptsache der Serumuntersuchung diente. In Fortfiihrung 
dieser Untersuchungen konnte diese Methode verbessert und zu einer all. 
gemeinen Anwendbarkeit bei der Analyse von Eiweiflésungen ausgearbeite: 
werden. Sie weist zwar nicht die Feinheiten der Svedbergschen Methoden 
auf, besitzt dafiir aber den Vorzug einfacher und rascher Durchfiihrung 
und gestattet, wie im folgenden gezeigt wird, die Proteintypen einer Liweil- 
lésung in erster Anniherung festzustellen.*) 

Die Analyse einer EKiwei8lésung wird nun von uns wie {olgt 
durchgefiihrt: Als Triibungsmesser verwenden wir das Stufen- 
photometer von Zeiss, dem bei allen Untersuchungen das griine 
Lichtfilter L2 bei zweckmiBig gréBter Vergleichshelligkeit vor- 
geschaltet ist. Zunichst mu8 durch eine Vorprobe die Konzen- 
tration der zu untersuchenden Lisung so eingestellt werden, dai 
die T'riibungswerte, die sich ergeben, innerhalb des giinstigsten 
MeBbereiches der Apparatur liegen. Von der richtig verdiinnten 
Untersuchungsfliissigkeit werden je 0,1 ccm in Reagenzgliiser ei- 
getragen. Nun bereitet man die Ammonsulfatlésungen, die aus 
einer bei Zimmertemperatur gesiittigten Lésung des Salzes her- 
gestellt werden. Die Salzkonzentration der Lésungen wird durch 
ihren Prozentgehalt an gesiittigter Liésung angegeben. Zweck- 
miBig stellt man sie in einem MeSkélbchen her, in das man die 
in Betracht kommende Menge gesiittigter Salzlésung aus einer 
Birette flieBen liBt. Zu der in den Reagenzgliisern abgemessenet 
Untersuchungsflissigkeit gibt man nun 10 com Ammonsulfatlisung, 





*) Anmerkung bei der Korrektur. Inzwischen erhielten wi 
Kenntnis von einer Arbeit von G. A. Rademaker iiber nephelometriscie 
Serumuntersuchung (Dissertation, Univ. Leiden, 1933), worin iiber Ergeb- 
nisse mit der Methode von Schmitz und Wulkow berichtet wird. Rade 
maker kann die Resultate von Schmitz und Wulkow bestitigen und 
zeigt auch die Anwendbarkeit der Methode zur quantitativen Liweib- 
analyse, speziell zur Bestimmung des Albumin-Globulin-Quotienten im Serum. 
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peginnend mit einer Lésung von 5°/,iger Siittigung, fortschreitend 
mit 10, 15, 20°/,iger Sattigung usw. bis zur Ganzsittigung. Im 
Bedarfsfalle sind noch weitere Unterteilungen zu machen. Nach 


jem Einfiillen der Ammonsulfatlésung in die die Untersuchungs- 
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Fig. 1. Fig. 2. 
I Blutserum I Casein (Hammarsten) 
II Globulin II Ovalbumin (Kahlbaum) 


III Albumin 
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Fig. 3. Fig. 4. 


I Blut von Octopus vulgaris, I Fibrinogen (Mellanby) 
identisch mit Oxyhimo- II Fibrinogen (Hammarsten) 
eyanin 
II Hiihner-Embryonalsaft 


iliissigkeit enthaltenden Reagenzgliser werden diese gut durch- 
gemischt, wobei aber Schaumbildung zu meiden ist. Nach ’/, stiin- 
digem Stehen werden die Triibungswerte der gesamten Reihe 
im Photometer abgelesen. Von jedem Sittigungsgrade sind min- 
destens zwei Messungen zu machen. Die erhaltenen Durch- 


schnittswerte werden graphisch aufgetragen, als Abszisse der 
14* 
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Prozentgehalt der Lésung an gesiittigter Ammonsulfatlisung, a) 
Ordinate die relative Triibung. 

Wir haben auf diese Weise eine Reihe von KiweiBlésungey 
analysiert: Blutserum, Serumglobulin und kryst. Serumalbumiy 
(Fig. 1), Casein (Hammarsten) und Ovalbumin (Kahlbaun 
(Fig. 2), Blutfliissigkeit von Octopus vulgaris, kryst. Oxyhimocyaniy 
und Hiihner-Embryonalsaft (Fig. 3), Fibrinogen (Hammarstey 
und Fibrinogen (Mellanby) (Fig. 4). Alle Untersuchungen sind 
in neutraler Liésung ausgefiihrt. 

Fragen zweierlei Art iiber die Zusammensetzung einer Kiveif. 
lésung werden durch die Messungen beantwortet, nimlich: 

1. Liegt in der untersuchten Fliissigkeit ein Proteintypen. 
gemisch vor, das sich durch Aussalzung fraktionieren lift? 

2. Ist die Loésung, falls sie nicht durch Aussalzung frak- 
tionierbar ist, als ,,einheitlich* oder ,,uneinheitlich“ zu betrachten: 

Uber beide Fragen gibt die Form der erhaltenen Kuryeu 
Auskunft. Im Aussalzungsbereich steigt die Triibung zuniichs: 
an, um dann wieder abzufallen. Der eigentiimliche Abfall der 
Kurve kann natiirlich nicht mit einer Verminderung der aus de: 
Lésung ausflockbaren EiweiBmenge zusammenhingen, sondern er 
mu8 verursacht sein durch eine yon der Ammonsulfatkonzen- 
tration abhiingigen Verainderung der Teilchenbildung. Dafiir be- 
stehen mehrere Méglichkeiten: entweder verindert sich die Teil- 
chenzahl oder die Teilchengréfe oder sowohl Teilchenzahl wie 
TeilchengréBe. Der Abfall zeigt in vielen Fallen eine gesetz- 
miBige charakteristische Form. Besteht die untersuchte Kiweib- 
lésung aus gut trennbaren Fraktionen, so zeigt die Kurve sich 
scharf unterscheidende Stufen wie bei Blutserum, Ovalbumin 
(Kahlbaum) und Fibrinogen (Mellanby). In anderen Fillen: 
Serumalbumin, Himocyanin, Ovalbumin (2. Stufe), Fibrinogen 
(Mellanby) (1. Stufe) steigt die Kurve schlagartig an, gipfelt in 
einer scharfen Spitze, um wieder schlagartig abzufallen. In einew 
Punkt erfolgt also die Aussalzung des Proteins vollstiindig und 
scharf abgegrenzt. Gerade diese Proteintypen, bei denen die 
Ausfillung eine scharfe Grenze zeigt, gehéren zu den Hivweil- 
kérpern, die von The Svedberg?) als monodispers gelist nach 
gewiesen wurden, mit Ausnahme des von Svedberg nicht unter- 
suchten Fibrinogens (Mellanby). Wir glauben deshalb nicht 
fehl zu gehen, wenn wir den Verlauf dieser Kurve auf die Mono- 
dispersitit des gelésten EiweiSes zuriickfiihren. Sollte sich diese 
unsere Annahme in weiteren Untersuchungen bestiitigen, so wire 
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1g, als JE eine einfache Methode an die Hand gegeben, um die ,,Kinheit- 

| jichkeit* einer Proteinlésung zu priifen. .,Uneinheitlich“ wire 
ungen | danach in den obigen Beispielen Serumglobulin, Casein (Ham- 
bumin [— marsten), Fibrinogen (Hammarsten). Fraktionierbar ist durch 
yaum) — Aussalzung Serum, jedoch lediglich in die beiden Komponenten 
syanin Globulin und Albumin®), ferner Ovalbumin (Kahlbaum) und 
‘sten) [Fibrinogen (Mellanby). Uber dieses letzte wird in einer folgenden 
1 sind (— Arbeit berichtet, in der gleichzeitig die praktische Anwendung 

' unserer Methode gezeigt wird. Der das Wachstum von Gewebe- 
iweig- [  kulturen fOrdernde Embryonalsaft stellt ein Gemisch verschiedener 


Proteintypen, sowohl von Globulin- wie von Albumincharakter dar. 


ypen- . 
Zusammenfassung. 

frak- Es wird iiber eine Methode zur qualitativen Analyse von 
hten: | Proteinlésungen berichtet, die es gestattet, deren Einheitlichkeit 
urves @ und Fraktionierbarkeit durch Aussalzung festzustellen. 
ichst Einige Ergebnisse werden mitgeteilt. 
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Zur Kenntnis der pankreatischen Amylase. 


[III. Mitteilung): Zur Kenntnis zellgebundener Enzyme 
der Gewebe und Driisen.] 


Von 
Richard Willstiitter und Margarete Rohdewald. 


(Aus dem Chem. Laboratorium der Bayer. Akad. der Wissenschaften zu Miinchen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 19. September 1983.) 


Desmo-amylase. 


In der Pankreasdriise des Schweines ist die Amylase {fast 
in ihrer ganzen Menge in besonders leicht léslichem Zustand 
enthalten, sekretionsbereit, nicht durch Adsorption gebunden. 
R. Willstatter, E.Waldschmidt-Leitz und A.R. F. Hesse?) 
hatten schon beobachtet, daB sie leichter als Lipase, viel leichter 
als Trypsin lésbar ist. 93—98°/, der Amylase konnten aus ge- 
trockneter Driise durch viel 87°/, iges Glycerin bei 30° in 10 Stunden 
in Lésung iibergefiihrt werden. Dies gilt auch fiir wasserfreies 
Glycerin. Wir fanden sogar (mit der in unserer II, Abhandlung 
dieser Reihe beschriebenen Technik der Glycerinbehandlung) schon 
in der Kalte mit nur 10 Tl. 100°/, igem Glycerin nach 2 Minuten 
etwa 90, nach 10 Minuten 93°/, der Amylase im (ideal filtriert 
angenommenen) ersten Auszug. 

Die Amylasebestimmungen fihrten wir im wesentlichen nach der 
zitierten Abhandlung aus, aber wie in unserer Arbeit iiber Speichel- 
amylase *) bei 30° (statt 37°). 

Das Ausgangsmaterial war Sammelprobe II von 8 Driisen, in Scheiben 
zerschnitten, dann mit Aceton unter mehrmaligem Erneuern getr. Angew. 
0,2 g Driisenpulver, 4,86 Am. E. enthaltend; der nach 2 Minuten még: 
lichst rasch abgetrennte Glycerinauszug enthielt 4,3 Am. E. (89°/,). In 
gleicher Weise ergab ein aus 1 g Driise in 10 Minuten gewonnener Auszug 
22,6 Am. E. (93°/,). 

Jedoch bleibt ein kleiner Anteil der pankreatischen Amylase 
in den Gewebsresten zuriick, auch bei mehrmaliger, z. B. 


1) Die zwei ersten Mitteilungen: Diese Z. 208, 258 (1932) u. 215, 
77 (1933). 

?) Diese Z. 126, 143 (1922/23), und zwar S. 159. 

8) Diese Z. 186, 85 (1929), und zwar S. 96. 
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—5maliger tagelanger Kinwirkung von 100°/,igem Glycerin, wobei 

nach jeder einzelnen Abtrennung der Fliissigkeit in der Zentri- 
fuge sorgfaltig nachgewaschen wurde. Um den an das Driisen- 
gewebe gebundenen Anteil zu bestimmen, trennten wir die 
Glycerinausziige unter Verdiinnen mit Wiens und Kiihlen 
beim Zentrifugieren ab. ‘Trotz dieser VorsichtsmaBnahmen ist 
es schwierig, autolytische Vorgiinge dabei ganz auszuschliefen. 
Trypsin ist zwar nicht in aktivem Zustand vorhanden, aber 
Kathepsin. Die gefundenen Werte von Desmo-amylase sind also 
Mindestwerte. 

Priparat I: 4g Sammelpriparat I, enthaltend 108,6 Am. E., lieferten 
nach 4maliger Extraktion mit 100°/,igem Glycerin 2g Riickstiinde; 100mg von 
diesen ergaben Stirkespaltung entsprechend 37,1 mg Maltose = 0,0096 Am. E. 
Es waren also nur noch 0,2°/, Amylase des Ausgangsmaterials vorhanden. 

Priparat If: 10g des gleichen Sammelpriparates I, ebenfalls 4 mal 
mit 100°/,igem Glycerin extr., ergaben 5g Riickstiinde, von denen 100 mg 
Stirkespaltung entsprechend 66,7 mg Maltose bewirkten = 0,0191 Am. E.; 
Amylasegehalt demnach 0,4°/, von dem des Ausgangsmaterials. 

Das zuletzt angetiihrte, etwas stirker aktive Priparat verlor 
indessen bei sorgfaltiger Fortsetzung der Glycerinbehandlung 
noch Amylase oder Amylasewirkungsvermégen und wies schlieb- 
lich auch nur 0,2°/, vom Amylasegehalt der Driise auf. 

Priparat IIb: 1 g vom Priiparat I, enthaltend 0,191 Am. E., noch- 
mal mit 100°/, igem Glycerin behandelt, lieferte 0,8 g Riickstinde; 100 mg 
von diesen gaben bei Einwirkung auf Starke 41,1 mg Maltose, ent- 
sprechend 0,0108 Am. E. Der Amylasegehalt betrug also nur noch 0,2°/, 
von dem des Ausgangsmaterials. 

Es ist nicht zu bezweifeln, daB in dem so griindlich mit 
Glycerin bearbeiteten Driisengewebe noch Amylase in nicht leicht 
lisbarer Form, mithin also Desmoenzym enthalten ist, wenn 
dieser Anteil auch nur einige Tausendstel der ganzen Menge zu 
betragen scheint. Méglich ist es, daB die Desmo-amylase hier 
nicht vollaktiv vorliegt. 


Unbestandigkeit in wasserfreiem Glycerin. 


Zur Vermeidung postmortaler Verinderungen, was zur Ab- 
grenzung der léslichen und unldslichen Enzymanteile von Belang 
ist, hat es in den Untersuchungen tiber leukocytiire Enzyme einen 
methodischen Fortschritt!) bedeutet, wasserhaltiges Glycerin durch 
wasserfreies zu ersetzen. Die pankreatische Amylase zeigt aber 


') Diese Z. 204, 181 (1931/32). 
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im Verhalten gegen 100°/,iges und gegen 87°/,iges Glycerin einen 
iiberraschenden Unterschied, der alle Beachtung verdient. Wahrend 
die Amylase, wie in der III. Abhandlung tiber Pankreasenzyme 
bemerkt worden, monatelang quantitativ bestindig ist in wasser- 
haltigem Glycerin, erleidet sie im wasserfreien rasch irreversible 
Inaktivierung. Wenn auch fiir den angegebenen Zweck das 
wasserfreie Lésungsmittel unentbebrlich ist, so muB doch yor 
seiner Anwendung in der Zeit von Stunden oder gar Tagen ohne 
genaue Bestindigkeitskontrolle der Enzyme gewarnt werden. Die 
Tab. I verzeichnet die Abnahme der Amylaseaktivitit, die in den 
Suspensionen der getrockneten Driise (noch 8°/, Feuchtigkeit 
enthaltend) im Zehnfachen von wasserfreiem Glycerin erfolgte. 
Sofort entwisserte oder erst nach Zerkleinern mit der Fleisch- 
maschine getrocknete oder in wasserhaltigem Zustand aus den 
Vereinigten Staaten importierte Driisen stimmten in diesem eigen- 
tiimlichen Verhalten tiberein. 


Tabelle L. 
Unbestindigkeit der pankreatischen Amylase in 100°/, igem Glycerin. 














Einwirkungs- —— V ergleichs- 
zeit von versuch mit 
100°/, igem handene 86 °/, igem 
Nr. Pankreaspriparat jen g Amylase Ai ena 
ycerin °) im Aus- | Glycerin: 
(10 Tle.) Nene gefundene 
Stunden zug) Amylase (°/,) 
1a | Sammelprobe I (1932), 1 Jahr 18 27 
acetontrocken aufbewahrt 
1b desgl. 41 12 
2a Sammelprobe II, getr. 17 28 105 
desgl. 20 31 
desgl. 45 9 
2b Dieselbe, aber frisch 14 45 
zerkleinert, getr. 
desgl. 21 41 
3 |Sammelprobe III, frisch zer- 15 28 94 
kleinert und vor dem 
Trocknen 2 Stunden gest. 
4 |Aus Nordam. importiert, nach 16 9 93 
Krause-Verf. getr. 














In Anbetracht der Verwandlungen einzelner leukocytiirer 
Amylasen in andere erschien es denkbar, da nicht der Wasser- 
gehalt des Glycerins die gréBere Bestiindigkeit bedinge, sondern 
da8 die Driisenamylase sich bei Gegenwart von Wasser, also in 
87°/, Glycerin, in eine bestiindigere Amylase umwandle. Aber 
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diese Méglichkeit 14Bt sich ausschlieBen. Macht man nimlich 
die Amylaselésung in 87°/,igem Glycerin durch Vermischen mit 
100°/,igem verhiltnismaBig wasserirmer oder entzieht man ihr 
im Hochvakuum das Wasser, so erfolgt ebenso Zersetzung wie bei 
der Beriihrung der Driise mit dem wasserfreien Lisungsmittel. 


1.Versuch: 1cem 87°/,iger Glycerinauszug enthaltend 2,32 Am. E. wurde 
mit 19eem 100°/,igem Glycerin gut vermischt. Nach 22 Stunden enthielt die 
Mischung von 20cem nur noch 0,21 Am. E., d. i. 9°/, des urspriinglichen 
(ehaltes. Im Vergleichsversuch (1 cem 87°/,iger Auszug + 19 cem 87°/,iges 
Glycerin) blieb der Amylasegehalt praktisch unverindert. 

2. Versuch: 10cem d.gl. 87°/,igen Auszuges, enthaltend 23,2 Am. E., 
wurden im Hochvakuum bei 20—25° entwissert, dann unter Verwendung 
yon 100°/,igem Glycerin als Spiilfliissigkeit auf ein Volumen von 25 ccm 
gebracht. Diese enthielten nach 24 Stunden nur noch 3,51 Am. E. = 15°/, 
der urspriinglich vorhandenen Amylase. 

Wenn man bei dieser Enzymzerstérung die letzten noch 
vorhandenen Anteile untersucht, so zeigt es sich, daB in diesen 
das Enzym unveriindert vorliegt, daB also nicht ein Analogon 
der Phosphatzusatz erfordernden IV. leukocytiiren Amylase‘) inter- 
mediir auftritt. 

Fiir den Versuch diente der Enzymrest (12°/, nach 41 Stunden) von 
Beispiel 1b der Tab. I. Vergleichsweise fiihrten wir Bestimmungen aus: a) 
unter tiblichen Bedingungen, also mit Phosphatpuffer von py, = 6,8; b) ohne 
Phosphat mit Acetat von demselben py. Gefundene Maltose a) 34,1, 
b) 84,2 mg. Also war kein phosphaterforderndes Enzym vorhanden. 


Geringe Hemmung durch Glycerin. 


Auf die Bestimmung der Glycerinlésungen aus Pankreas hat 
das vorhandene Glycerin keinen EKinfluB. Es ist zu wenig, da 
fir eine Bestimmung nur etwa 0,005 ccm anzuwenden sind. 
Die Konzentration der Amylase ist in der Pankreasdriise nicht 
weniger als etwa 40—60000 mal gréBer als in den Leukocyten. 
Um die pankreatische Amylase mit den leukocytiiren hinsichtlich 
der Hemmung durch Glycerin zu vergleichen, waren 7 ccm von 
diesem zur Titrationsprobe (37 ccm) hinzuzufiigen. Es zeigte sich 
dann, daB Pankreasamylase, in Form der Driise oder von Lésungen 
angewandt, durch Glycerin von der angegebenen Konzentration 
in der Mehrzahl] der Versuche Hemmung um etwa 8 bis héchstens 
15°/, erleidet. Gute Ubereinstimmung zeigten die mit verschie- 
denem Material und verschiedenen Darstellungen ausgefiihrten 


1) Vgl. IX. Abhandlung iiber Enzyme der Leukocyten, Diese Z., 
im Druck. 
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Hemmungsversuche nicht. Dies ist wohl nicht anders zu erwartey, 
denn die Wirkung der Amylase unterliegt wahrscheinlich auch 


Tabelle IL. 


Hemmung der Pankreasamylase durch 17°/, iges Glycerin. 





eo ams 








Bedingungen; Best. ohne | Best. mit 
Nr. Amylasepriiparat der Be- Glycerin Glycerin 
stimmung | mg Maltose | mg Maltose 
1 | Sammelpr. I, 1 Jahr aufbew., | tibl. Beding. 47,2 40,4 
Driise selbst 10 Minuten 
2 Driise I desgl. 36,9 34,7 
3 | Getr. Driise II, in Phosphat desgl. 43,2 39,4 
suspendiert 
4 | Mit 100°/, igem Glycerin in desgl. 43 37,4 
2 Min. darg. Auszug (Driise I) 
5 | Mit 100°/, igem Glycerin in desgl. 34,8 33,6 
10 Min. darg. Auszug 
6 {Mit 86°/, igem Glycerin in 3'/, desgl. 38,8 40,1 
Stdn. gew. Auszug (v. Nr. I) 
7 Driise selbst, Nr. II nur 3 Min., 38,8 37,0 
3 fache 
Enzymmenge 
8 desgl. nur 2 Min., 35,5 32,6 
etwa 4fache 
Enzymmenge 
9 Nordam. Driise, nach iibl. Beding. 35,8 34,7 
Krause getr. 10 Minuten 














aktivierenden und hemmenden Einfliissen von Fremdstoffen. die 
in der Driise enthalten sind. In der III. Arbeit iiber Pankreas- 
enzyme war beispielsweise gezeigt worden’), daB gallensaures Salz 
auf Amylase bei ihrer optimalen Aciditat (p, = 6,8) hemmend, 
in schwach alkalischem Medium aktivierend wirkt. 


') Diese Z. 126, 149 (1922/23). 
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Uber Athylsulfidbildung im tierischen Organismus. 
Von 


J. Wohlgemuth.') 


(Aus der Chemischen Abteilung des Rudolf Virchow-Krankenhauses, Berlin.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. August 1933.) 


Im Jahre 1905 habe ich in Brutschrankversuchen festgestellt, da8 durch 
Fiulnis aus Cystin neben Methylmerkaptan auch Athylsulfid gebildet wird. 
20 Jahre spiter wurde dieser Befund durch Hidetake Yaoi?) bestiitigt, der 
die schwefelhaltigen Gasprodukte von Colistimmen auf bestimmten Nihr- 
biden studierte. Er fand, da’, wenn er dem Niihrboden Cystin zusetzte, die 
Bakterien neben Schwefelwasserstoff auch Merkaptanoverbindungen bilden, 
und daB sie dieses besonders reichlich tun, wenn den Nihrbéden Kohle- 
hydrate zugesetzt werden. 

Hiernach sollte man eigentlich erwarten, dai wenigstens ein Teil des 
im tierischen Organismus gebildeten Athylsulfids aus dem Darm stammt. 
Christomanos’) beobachtete nun aber bei Fiitterungsversuchen am Hund, 
da8 bei kohlehydratreicher, aber eiweiBarmer Kost relativ und absolut mehr 
Athylsulfid durch den Urin ausgeschieden wird als bei eiweiBreicher, und 
deutete diesen Befund so, ,,daB im Eiweifminimum relativ schwefelreichere 
EiweiBk6rper zerfallen, deren Endprodukt auch Athylsulfid sein kénnte“. 
Schon hieraus geht hervor, daB Chr.*) an eine intermediiire Entstehung des 
Athylsulfids dachte. Diesem Gedanken gibt er in seiner letzten Arbeit direkt 
Ausdruck, indem er am SchluB sagt (S. 185): ,,Das Athylsulfid gehért dem- 
nach zu dem endogen zerfallenden Gewebscystin, oder zu einer anderen im 
intermediiren Stoffwechsel zerfallenden schwefelhaltigen Substanz.“ Er stiitzt 
sich dabei auf die Beobachtung, da8, wenn er einem Hund zu seiner Nahrung 
Cystin zusetzt, die Menge des im Harn erscheinenden Athylsulfids nicht 
zunimmt, sondern eher abnimmt, und daB bei Fiitterung von Brot oder 
Kartoffeln mit Olivenél weit mehr Athylsulfid im Harn nachzuweisen war 
als bei Leberfiitterung, obwohl doch die Leber eine an schwefelhaltigen 
Bestandteilen reiche Substanz ist. 

Es fragt sich nun: Ist man berechtigt, aus diesen negativ verlaufenen 
Fiitterungsversuchen den Schlu8 zu ziehen, da8 das Athylsulfid iiberhaupt 
nicht im Darm gebildet wird, sondern, wie Chr. meint, ein endogenes Stoff- 
wechselprodukt ist? 

Hierzu ist folgendes zu sagen: Man wird immer zu falschen Schlub- 
folgerungen kommen, wenn man derartige Probleme wie das vorliegende 
nur unter dem Gesichtspunkt einer einfachen Bilanzrechnung betrachtet, 
etwa wie die Ausnutzung von Traubenzucker, und dabei die Vorgiinge im 
Darm ginzlich auBer acht 1aBt. Denn gerade die im Darm sich abspielenden 
Prozesse, wie Giirung und Fiulnis, sind, wie ich trotz der entgegengesetzten 
Ansicht von Chr. glaube, in dieser Frage von ausschlaggebender Bedeutung. 
Betrachten wir die Versuche von Chr. unter diesem Gesichtspunkt, so wire 
foleendes festzustellen: 


1) Diese Z. 43, 469 (1905). *) Zit. nach Ber. Physiol. 38, 737 (1927). 
*) Diese Z. 198, 185 (1931); Klin. Wochenschr. 11, 248 (1932). 
*) Diese Z. 217, 177 (1933) 
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Die Giirungs- und Faulnisvorgiinge im Darm eines Hundes sind abhingi, 
von der Zusammensetzung der Nahrung. Die beste Nahrung fiir den Hund 
ist Fleisch oder, was im Prinzip gleichwertig ist und was Chr. verfiitterte. 
Leber. Diese Nahrung wird vom Hund am besten ausgenutzt und verursach; 
so gut wie keine Faulnis- und Girungserscheinungen. Eine schlechte Nahrunz 
fiir den Hund ist bekanntlich Brot, noch viel schlechter Kartoffeln. Weny 
man den Kot eines Hundes nach Kartoffelfiitterung auf dem Objekttrige, 
mikroskopisch betrachtet, so sieht man das ganze Priparat mit unverdautey 
Stirkekérnchen durchsetzt. Bei Brotfiitterung ist dieses Bild zwar nicht ganz 
so stark ausgepriigt, immerhin findet man auch in einem solchen Kot reich. 
liche Mengen unverdauter Stiirke. Die Folge dieser schlechten Nahrungs. 
ausnutzung ist eine Verbesserung der Wachstumsbedingungen fiir die Darm. 
flora oder, was dasselbe ist, eine Steigerung der Girungs- und Fiaulnisvorgiing, 
im Darm. Sorgt man also durch die Art der Nahrung fiir besonders giinstige 
Entwicklungsbedingungen der Darmbakterien, so ist die notwendige Folge. 
daB die Menge der Zersetzungsprodukte im Darm steigt. Auf diese Weise 
erklirt sich zwanglos, warum Chr. in allen Versuchen mit Brot viel mehr 
Athylsulfid im Urin fand als in den Leberversuchen, und warum in dep 
Kartoffelversuchen entsprechend der noch schlechteren Ausnutzung bisweilen 
noch mehr Athylsulfid im Urin anzutreffen war als in den Brotversuchen. 

Das fiir die Athylsulfidbildung erforderliche Material finden die Bak- 
terien in ausreichender Menge in dem sich stindig abschilfernden Darm 
schleimhautepithel und in den Zellen und Zellzerfallsprodukten, die dein 
Darm aus allen Driisenbezirken ununterbrochen zustrémen; auBerdem in der 
Leibessubstanz der Darmbakterien selber, die bekanntlich aus anorganischen 
Schwefelverbindungen Cystin zu synthetisieren imstande sind. , 

Da8 eine Zusatzfiitterung von Cystin zu keiner Steigerung der Athy). 
sulfidproduktion gefiihrt hat, ist wohl damit zu erkliiren, daB das in Substanz 
der Nahrung beigegebene Cystin ein sehr schwer lésliches Produkt ist, zu 
dessen Liésung die schwache Alkalescenz des normalen Darminhalts kaum 
ausreicht. In den Brot- bzw. Kartoffelversuchen, bei denen aller Wahrschein- 
lichkeit nach eine Girung des Darminhaltes bestanden hat, diirfte fast 
nichts von dem beigefiitterten Cystin in Lésung gegangen sein. Hier war 
also schon von vornherein eine Mehrzersetzung des Cystins nicht zu er 
warten, sondern anzunehmen, da8 das Cystin unveriindert den Darm passieren 
wiirde. Daf das subcutan verabfolgte Cystin wirkungslos bleiben muBte, is‘ 
klar; denn da es nicht in den Darm gelangte, konnte auch auf dem Fiulnis- 
wege keine Athylsulfidbildung erfolgen. Will man aber wie Chr. eine 
endogene Entstehung annehmen, so hiitte man gerade in diesen Fiillen eine 
Zunahme der Athylsulfidbildung erwarten kénnen. 

Aber noch ein weiteres giibe es bei diesen Versuchen zu bedenken. 
Als MaB fiir das gebildete Athylsulfid nimmt Chr. die Menge an, die er im 
Harn findet. Dabei wird vorausgesetzt, daB alles, was im Darm an Athy!- 
sulfid gebildet wird, quantitativ im Harn wieder erscheint. Das ist aber 
doch zum mindesten recht zweifelhaft. Denn wenn man bedenkt, daB das 
Athylsulfid eine Fliissigkeit ist, die bereits bei 36,2° siedet, so wird man 
wohl nicht bestreiten kénnen, da8 bei einer Darmtemperatur von mindestens 
37,5° das gebildete Athylsulfid zum allergréBten Teil sofort in den gas- 
férmigen Zustand iibergeht und in dieser Form jederzeit sehr leicht dem Darm 
entweichen kann. Solange man aber diese Fehlerquelle des Gasaustrittes 
aus dem Darm nicht beseitigen kann, scheint es mir verfehlt, Fiitterungs- 
versuche iiberhaupt, wie Chr. sie ausgefiihrt hat, zur Entscheidung der 
Frage der Bildungsstiitte des Athylsulfids heranzuziehen. 
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